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SOMMAIRE 
Selon un inventaire réalisé en 2013 par le Ministère des Ressources naturelles du Québec, la 
Belle Province compterait sur son territoire 698 sites miniers orphelins qui nécessitent des 
travaux de réhabilitation. Depuis 1995, Québec exige qu’un plan de restauration soit établi 
avant même que les travaux d’exploitation ne débutent sur un site minier. Ces plans doivent 
inclure une mise en végétation afin de redonner au site un aspect plus naturel et de limiter la 
dispersion des résidus par le vent. À ces fins, l'usage de plantes herbacées ou d’arbustes 
indigènes est recommandé. 
La mine Sigma, à Val-d’Or, a été exploitée de façon discontinue depuis 1930. Durant le 
processus d’extraction de l’or, le minerai était broyé en fines particules qui étaient ensuite 
rejetées sous forme de boue vers de gigantesques bassins (le parc à résidus). Lorsque séchés, 
ces résidus sont susceptibles d’être balayés par le vent vers le centre-ville situé à proximité. 
Dans une optique de revégétalisation, les principaux défis que représentaient ces résidus 
étaient leur faible teneur en matière organique et en nutriments ainsi que leur nature alcaline. 
Les aulnes, des arbustes résilients apparaissant naturellement lors d’une succession 
autogénique primaire, ont déjà été employés avec succès à des fins de mise en végétation de 
sites perturbés par les activités humaines. Grâce à leurs associations symbiotiques multiples, 
ils sont en mesure de coloniser des sites perturbés. Les aulnes peuvent obtenir de 70 à 100% 
de l’azote dont ils ont besoin lorsqu’ils sont en symbiose avec Frankia, un actinomycète 
fixateur d’azote. Cela leur permet de s’établir dans des sols pauvres qu’ils pourront par la 
suite enrichir en azote, notamment via la perte de leurs feuilles. Ces arbustes peuvent aussi 
former des endomycorhizes et des ectomycorhizes. Il semblerait que les relations entre les 
différents symbiotes et leur hôte puissent varier selon les conditions expérimentales, mais le 
fait de pouvoir bénéficier d’associations multiples serait possiblement une stratégie 
favorisant le développement de l’hôte dans des environnements extrêmes. Ce projet de 
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recherche en microbiologie environnementale visait à évaluer le réalisme d’une démarche où 
les aulnes seraient employés à des fins de revégétalisation des résidus de la mine Sigma. Des 
aulnes de deux espèces indigènes, Alnus viridis (Chaix) DC. ssp. crispa et Alnus incana (L.) 
Moench ssp. rugosa, ont été exposés à ces résidus. Les plants à l’étude étaient inoculés ou 
non avec Frankia, des champignons endomycorhiziens et des champignons 
ectomycorhiziens. 
Un premier volet expérimental avait pour but d’évaluer l’effet individuel que chacun des 
microorganismes aurait sur les aulnes exposés aux résidus aurifères et de vérifier si la 
combinaison de ces microorganismes pouvait influencer le développement et la survie de 
ces plants. L’hypothèse de recherche était que la symbiose mycorhizienne augmenterait la 
capacité des aulnes à entretenir la symbiose actinorhizienne en présence de résidus aurifères. 
Dans des conditions axéniques, les aulnes ont été cultivés en présence de différentes 
concentrations de résidus aurifères et ont été inoculés selon plusieurs régimes distincts. Chez 
les plants témoins poussant en sable, la symbiose actinorhizienne était fonctionnelle, mais en 
présence des résidus aurifères, son établissement n’a pas pu se faire convenablement. 
Malheureusement, aucune mycorhize n’a pu être observée, faisant en sorte que l’hypothèse 
n’a pas pu être testée. 
Un volet exploratoire devait permettre de déterminer si l’établissement de la symbiose 
ectomycorhizienne, endomycorhizienne ou actinorhizienne était influencé par la présence 
préalable de l’une ou l’autre de ces symbioses. Des dispositifs bicompartimentés dans 
lesquels les plants étaient cultivés dans un mélange de sable et de résidus aurifères étaient 
employés pour ce volet. Cette expérience était la première du genre employant des plantes 
actinorhiziennes en conditions axéniques. La présence des résidus n’a pas empêché 
l’établissement d’une symbiose actinorhizienne fonctionnelle. Malencontreusement, les 
plants inoculés avec des mycorhizes n’ont pas été colonisés dans cette expérience non plus.  
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Enfin, une dernière expérience devait permettre d’évaluer la performance des plants d’aulnes 
sur le terrain, l’hypothèse étant que les aulnes allaient croître sur les résidus miniers et que 
les plants inoculés auraient une meilleure survie et un meilleur développement que ceux qui 
ne l’étaient pas. Dans cette expérience, c’est seulement lors du premier été de croissance sur 
le terrain que l’inoculation faisait une différence. En effet, à la fin de la première saison sur 
le site de la mine Sigma, les plants de A. crispa incoculés avec Frankia avaient une 
meilleure survie alors que les plants de A. rugosa inoculés avec Frankia et les deux types de 
mycorhizes avaient un meilleur développement. Après le premier hiver, autant pour les 
plants de A. rugosa que pour les plants de A. crispa, le développement et la survie n’étaient 
plus influencés par le régime d’inoculation. Cela suggère que c’est surtout lors du premier 
été que le régime d’inoculation a joué un rôle déterminant dans la survie et le 
développement de ces plants. 
 
 
En bref, la souche de Frankia AvCI1 s’est montrée effective en présence de résidus aurifères 
dans des expériences en conditions axéniques. Cette même souche a été employée pour 
inoculer les plants destinés à être plantés sur le site minier et a avantagé les plants de A. 
crispa au niveau de leur survie pendant le premier été. Les plants de A. rugosa inoculés avec 
des mycorhizes et cette même souche ont développé plus de biomasse que les autres plants 
de la même espèce pendant ce premier été. Après ce premier été, la survie des plants était 
bonne, peu importe le régime d’inoculation, et les plants ont continué de se développer. 
L’emploi des aulnes mycorhizés et actinorhizés pour la revégétalisation de la mine Sigma 
semble donc prometteur.  
 
Mots clés : Frankia, aulnes, mycorhizes, revégétalisation, résidus miniers. 
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION 
 
 
 
1.1. La problématique des résidus miniers  
 
 
L’industrie minière est indispensable à notre mode de vie. Plusieurs objets employés au 
quotidien ne pourraient exister sans l’extraction de plusieurs minéraux qui sont nécessaires à 
leur fabrication (Arndt et al., 2012). Cela est sans compter l’importance économique de cette 
industrie. Au Canada, ce sont 320 000 emplois qui sont créés grâce à elle; ils sont liés à 
l’extraction de la ressource, à sa fonte ou à sa transformation en produits secondaires (MAC, 
2012). En 2011, au Canada, 35,6 milliards de dollars ont été apportés au PIB grâce à 
l’industrie minière (MAC, 2012). Cette production de masse n’a évidemment pas que des 
bienfaits. Elle génère une impressionnante quantité de déchets qui sont qualifiés de résidus 
miniers (Aubertin et al., 2002). Au Québec, selon l’article 1 de la Loi sur les mines, les résidus 
miniers sont décrits comme étant: 
 
 «les substances minérales rejetées, les boues et les eaux, sauf l’effluent 
final, provenant des opérations d’extraction ou du traitement du minerai 
et les scories provenant des opérations de pyrométallurgie
1
»  
 
Ces déchets, s’ils ne sont pas bien gérés, peuvent avoir d’importants impacts sur 
l’environnement et les organismes qui y vivent (Aubertin et al., 2002). Une fermeture est 
inévitable dans le cadre d’un projet minier et dès le début des travaux, il est important de 
penser à ce qu’il adviendra des résidus. Les travaux de restauration sont souvent très coûteux, 
surtout en ce qui a trait aux grandes étendues de résidus nommés parcs à résidus miniers et aux 
                                                        
1 Loi sur les mines, PL 70-2013, c I, art 1. 
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piles de roches appelées haldes à stériles (Aubertin et al., 2002). Considérant ces fermetures 
incontournables et les coûts qui y sont liés, ainsi que le grand nombre de sites orphelins qui 
doivent être gérés par le gouvernement, il est important de penser à des solutions de 
réhabilitation peu onéreuses, simples à réaliser et durables. 
1.1.1. L’industrie minière métallifère et ses résidus: les impacts sur l’environnement 
Les opérations minières peuvent avoir des impacts sur l’environnement, que ce soit avant, 
pendant ou après les activités d’exploitation (Lottermoser, 2007; Environnement Canada, 
2009). La seule construction des infrastructures et des aires d’accumulation des résidus 
entraine la destruction de territoires ainsi que de la végétation qui s’y trouve. Des habitats 
naturels ou des lieux qui pourraient avoir une importance culturelle ou sociale peuvent ainsi 
être affectés (Lottermoser, 2007; Environnement Canada, 2009). L’exploitation d’une mine 
implique évidemment de devoir déplacer d’énormes quantités de roches pour avoir accès au 
gisement. Cette roche dite stérile est envoyée vers de gigantesques piles pouvant atteindre un 
volume de 500 millions de mètres cubes et s’élever à des hauteurs de plus de 300 mètres 
(Aubertin et al., 2002). Une fois que le minerai est extirpé du sol, celui-ci est généralement 
broyé afin de subir un processus d’extraction. Puisque le métal à extraire ne représente qu’une 
infime portion de ce minerai, une quantité très importante de roche finement broyée, les 
résidus fins, est rejetée après le traitement. À titre indicatif, on estime que dans les mines d’or 
modernes, 99,999% du minerai ayant été traité pour l’extraction du précieux métal se 
retrouvera sous cette forme (Lottermoser, 2007). Les broyats, constitués de particules de 
quelques millimètres, voire quelques micromètres de diamètre (Lottermoser, 2007), sont 
combinés à une portion liquide lors du processus d’extraction. Le tout est pompé vers de 
larges bassins appelés parcs à rejets ou parcs à résidus miniers (Aubertin et al., 2002; Bell et 
Donnelly, 2006; Lottermoser, 2007). Ces derniers peuvent atteindre des superficies de 
plusieurs milliers d’hectares, ce qui occasionne une grande empreinte sur le paysage, soit la 
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plus importante parmi toutes celles laissées par les activités minières (Lottermoser, 2007). 
Bien qu’une partie du liquide puisse être évacuée par pompage ou drainée (Bell et Donnelly, 
2006), la portion solide restante est susceptible d’être balayée par le vent ou emportée par 
l’eau, ce qui peut entrainer la dispersion des résidus (Mendez et Maier, 2008). Le diamètre des 
particules influence la résistance des résidus face à ces phénomènes d’érosion (Lottermoser, 
2007).  
 
 
Les effluents des mines sont susceptibles d’entrainer de très importantes contaminations de 
l’environnement, notamment par le drainage minier acide. Ce phénomène peut survenir 
lorsque des minéraux sulfurés, souvent présents dans les gisements de métaux, sont oxydés 
dans les aires d’entreposage des résidus. L’acide sulfurique ainsi produit abaisse le pH des 
effluents, rendant ainsi les métaux plus solubles et entrainant leur lixiviation (Environnement 
Canada, 2009). Il peut aussi arriver qu’une part du liquide envoyé vers le bassin en même 
temps que les résidus s’infiltre en profondeur et s’écoule en dehors du parc à sédimentation, 
pouvant contaminer les eaux souterraines (Bell et Donnelly, 2006). La vitesse d’écoulement de 
ce liquide dépend des changements physiques que les résidus subissent dans les bassins 
(solidification, stratification, dessiccation) (Bell et Donnelly, 2006; Lottermoser, 2007).  
 
 
La composition des résidus et leurs propriétés chimiques influencent grandement les risques 
de contamination de l’environnement (Aubertin et al., 2002; Lottermoser, 2007). Puisque ces 
résidus proviennent du minerai concassé, on pourrait croire que leurs propriétés chimiques se 
rapprochent de celles du minerai, mais ce n’est pas le cas. En effet, les transformations 
physiques et les traitements chimiques qui ont cours pendant les opérations visant à récupérer 
le métal recherché changent les caractéristiques du minerai, notamment en dissolvant les 
différents éléments qu’il contient. Ces éléments sont rendus disponibles et peuvent réagir entre 
eux dans les parcs à rejets, ce qui fait en sorte que les propriétés chimiques et physiques des 
résidus peuvent évoluer (p.ex. pH, potentiel d’oxydoréduction) (Lottermoser, 2007). Il faut 
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donc retenir que des résidus considérés non problématiques peuvent le devenir au fil du temps 
(Aubertin et al., 2002). 
 
 
1.1.2. Gestion des résidus des mines métallifères 
 
 
Dans le cas d’une mine métallifère, la gestion des déchets et des risques qu’ils représentent 
implique souvent la prévention du drainage minier acide. En ce qui concerne les parcs à 
résidus, ce problème est souvent négligeable lorsqu’une mine est encore en activité. En effet, 
une certaine quantité de liquide est continuellement pompée vers ceux-ci, faisant en sorte que 
les résidus soient saturés en eau; les phénomènes d’oxydation des minéraux sulfurés causant le 
drainage minier acide sont ainsi limités (Lottermoser, 2007). Le recouvrement des résidus par 
le liquide peut être envisagé comme solution au drainage minier acide lors de la fermeture des 
mines se retrouvant dans un milieu humide (Bell et Donnelly, 2006; Lottermoser, 2007). 
Lorsqu’une mine doit fermer, il y a un plus grand intérêt à réhabiliter les terrains accaparés 
pour l’entreposage des résidus dans une optique de développement durable. Lorsque 
régénérés, de tels sites peuvent servir à des usages tels que l’agriculture, ce qui permet d’éviter 
l’exploitation de terrains qui sont encore à l’état naturel pour de telles fins (Bell et Donnelly, 
2006). Par contre, cela peut prendre plusieurs années avant que le substrat soit assez stable 
pour que les processus de réhabilitation soient entamés  (Bell et Donnelly, 2006). 
L’aménagement de barrières de recouvrement multicouches (ou barrières sèches) constitue 
une solution couramment employée qui permet d’éviter le contact des résidus avec l’air tout en 
empêchant les phénomènes d’érosion par le vent et l’eau. (Aubertin et al., 2002; Lottermoser, 
2007). Ces barrières peuvent aussi être construites sur les haldes à stérile (Aubertin et al., 
2002). Les matériaux pouvant être employés dans la construction de ces barrières incluent des 
géotextiles, des roches stériles à faible teneur en minéraux sulfurés, du sol ou de l’argile 
(Lottermoser, 2007). Idéalement, ces barrières sèches devraient être conçues de façon à 
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favoriser une réhabilitation du site et à être durables (100 ans pour les sites ayant un potentiel 
de drainage minier acide) (Aubertin et al., 2002). 
 
 
Considérant les énormes quantités de résidus qui sont générés par l’industrie minière 
métallifère, il est souhaitable de tenter de les revaloriser. Dans certains cas, les résidus fins et 
les roches stériles sont utilisés pour remblayer les installations souterraines ou les fosses à ciel 
ouvert. Cela se fait en mélangeant les résidus à des agents liants tels que du ciment de façon à 
former une pâte qui durcira une fois versée (Aubertin et al., 2002). Également, le recyclage 
des résidus peut être à envisager si ceux-ci ne présentent aucun risque. Dépendamment de 
leurs caractéristiques, ils peuvent être employés comme matériaux de construction, servir 
d’amendement sur des sols agricoles ou encore entrer dans la composition de barrières de 
recouvrement sur d’autres sites miniers (Lottermoser, 2007; Molson et al., 2008). Il ne faut 
pas oublier que, parfois, ce qui avait été considéré comme un déchet en raison d’une trop 
faible teneur en ressource à extraire pourrait, dans le futur, prendre de la valeur en fonction de 
la technologie disponible ou d’une possible hausse du prix de ladite ressource (Lottermoser, 
2007). 
 
 
1.1.3. Restauration des sites miniers: la situation au Québec 
 
 
Selon un inventaire réalisé en 2013 par le Ministère des Ressources naturelles du Québec 
(MRN), la Belle Province compterait sur son territoire 698 sites miniers orphelins qui 
nécessitent des travaux de réhabilitation. Le montant prévu pour ces activités de remise en 
valeur est évalué à 880 millions (M) $ (Ressources naturelles Québec, 2014). Pour sa part, le 
Ministère a prévu un montant de 336 M$ dans le cadre du Programme gouvernemental des 
sites contaminés de l'État. Cette somme pourrait lui permettre d’intervenir sur certains sites si 
cela était nécessaire  (Ressources naturelles Québec, 2014). La réhabilitation des sites miniers 
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peut représenter un défi dû aux modifications des propriétés physiques et chimiques dont il a 
été question plus tôt. À titre d’exemple, des résidus ayant des pH inférieurs à 4 peuvent s’y 
retrouver (Bussière et al., 2005). Depuis 1995, une mise en végétation est ordonnée sur les 
sites ayant connu des activités minières. Cela a pour but de redonner une apparence naturelle 
au site tout en limitant les phénomènes d’érosion. L'usage de plantes herbacées ou d’arbustes 
indigènes est conseillé à ces fins et il est souhaitable que cette végétation soit autosuffisante 
six ans après son aménagement (Ministère des Ressources naturelles, 2001). À la fin de 
l’année 2013, certaines dispositions découlant de la réforme de la loi sur les mines ont été 
adoptées pour éviter que le gouvernement québécois se retrouve avec de nouveaux sites à 
réhabiliter. Notamment, pour pouvoir exploiter un site, une compagnie minière doit 
dorénavant proposer un plan de réhabilitation qui doit être approuvé par le MRN avant le 
début de toute opération. Une garantie financière dont le montant est équivalent à 100% des 
coûts prévus pour la réhabilitation du site minier doit être versée par la compagnie minière 
propriétaire dudit site dans les deux ans suivant la validation du plan (Ressources naturelles 
Québec, 2014). 
 
 
1.1.4. Étude de cas : les résidus fins de la mine Sigma 
 
 
Dans la région de l’Abitibi, au Québec, on retrouve l’une des plus grandes ceintures de roches 
vertes au monde. C’est à cette formation géologique caractérisée par la présence de minéraux 
à la teinte verte que la région doit ses nombreux gisements d’or (Phillips, 2005). Près de la 
ville de Val-d’Or, sur le site de la mine Sigma, du minerai contenant de l’or a été extirpé du 
sol pendant plusieurs années. Les activités d’exploitation de cette mine ont commencé dans les 
années 1930 (Scales, 2010). Les résidus fins de cette mine ont été générés suite à l’extraction 
de l’or par la méthode charbon-en-pulpe (Scales, 2010). Ce traitement implique que la roche 
contenant de l’or soit finement concassée avant de subir une étape de cyanuration qui consiste 
à faire baigner le broyat dans une solution alcaline de cyanure. Cela permet de dissoudre l’or 
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qui pourra être capté avec du charbon activé avant que la boue liquide ne soit acheminée vers 
les parcs à résidus (Aubertin et al., 2002). Sur le site de la mine Sigma, ces parcs à résidus 
s’étendent sur une superficie de 41.58 hectares (ha), ce qui correspondrait à peu près à la 
surface du Vatican (Harris et al., 2011). Ils contiennent 3200 ppm de soufre, ce qui est plus 
élevé que la limite prévue pour les sols à vocation commerciale (voir tableau 1). En effet,   
selon la Politique de protection des sols et de réhabilitation des terrains contaminés, ce type de 
sol ne devrait pas avoir une teneur en soufre de plus de 2000 ppm (Gouvernement du Québec, 
2002). Toutefois, leur teneur en sulfures est relativement faible et leur contenu en carbonates, 
en chlorite et en albite aurait un effet tampon. Ces résidus n’ont donc pas le potentiel de 
générer un phénomène de drainage minier acide (Aubertin et al., 1999). Étant donné la très 
grande quantité de rejets accumulés sur la mine Sigma, la susceptibilité de ces résidus à être 
balayés par le vent et la proximité du site avec la ville de Val-d’Or, il fallait développer un 
plan d’action pour leur gestion. C’est pour cette raison que pour la première fois, à l’été 2011, 
des végétaux ont été plantés sur la mine par des équipes de recherche du Conseil national de 
recherches Canada (division Énergie, mines et environnement), de l’Université Laval, de 
l’Université de Sherbrooke et de ArborInnov en vue d’évaluer leur potentiel pour la 
revégétalisation de ces résidus.  
 
 
1.2. La revégétalisation et les aulnes 
 
 
Les résidus miniers ont souvent des caractéristiques peu propices à l’établissement de la 
végétation. En plus de présenter une contamination par des sels, des métaux, des metalloïdes 
ou des acides, ils peuvent former une croûte en surface et ont une faible capacité de rétention 
de l’eau (Lottermoser, 2007). Ces résidus ont généralement une faible teneur en matière 
organique ainsi qu’en potassium, en azote et en phosphore; tous des éléments nécessaires à la 
croissance des plantes (Lottermoser, 2007). L’introduction de différents végétaux tels que des 
herbes, des arbres, des légumineuses ou des espèces natives à croissance rapide est souvent de 
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mise pour améliorer la fertilité de ces résidus et accélérer la succession écologique (Sheoran et 
al., 2010).  
 
 
1.2.1. Phytoremédiation 
 
 
Le terme phytoremédiation désigne un processus employant des végétaux et les 
microorganismes qui y sont associés à des fins d’assainissement de l’environnement (Pilon-
Smits, 2005). Depuis les années 90, des technologies de phytoremédiation sont employées sur 
des sites miniers afin de complémenter ou de remplacer des procédés de restauration plus 
conventionnels tels que l’excavation ou l’aménagement de barrières de recouvrement. Les 
méthodes de restauration impliquant des végétaux peuvent être jusqu’à 10 fois moins 
coûteuses que les méthodes conventionnelles, notamment parce qu’elles ne nécessitent pas le 
déplacement des résidus à décontaminer (Pilon-Smits, 2005; Pilon-Smits et Freeman, 2006). 
De plus, elles permettent d’espérer un retour à un sol fonctionnel (Pilon-Smits et Freeman, 
2006; Mendez et Maier, 2008). En effet, la combinaison de plusieurs espèces végétales 
pourrait permettre d’en arriver à un tel objectif en facilitant l’établissement d’une communauté 
bactérienne diversifiée qui pourrait potentiellement avoir un impact positif sur la formation du 
sol (Mendez et al., 2007; Wenzel, 2009). 
 
 
Bien que ces techniques tirant profit des végétaux ne permettent pas une élimination complète 
des polluants dans les résidus, elles ont le mérite de limiter l’exposition des humains et de la 
faune à ces substances qui pourraient être nocives pour eux (Mendez et Maier, 2008). Des 
technologies de phytoremédiation peuvent être employées pour la gestion de polluants 
organiques et inorganiques se retrouvant dans des eaux usées, dans des sols contaminés ou 
même dans l’air (Pilon-Smits, 2005). Lorsqu’on parle de phytoremédiation des résidus 
miniers, on fait souvent référence à des polluants inorganiques en matrice solide. Ceux-ci ne 
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peuvent être dégradés et c’est pourquoi il est nécessaire d’avoir recours à des méthodes de 
phytoextraction ou de phytostabilisation pour la remise en valeur des sites où ils sont 
entreposés (Pilon-Smits, 2005). La phytoextraction est basée sur l’accumulation des polluants 
dans des parties de la plante qui sont ensuite recueillies à des fins de destruction (Pilon-Smits, 
2005). Cette méthode nécessite souvent des amendements car les conditions qui prévalent sur 
les sites miniers peuvent limiter la croissance des plantes accumulatrices, diminuant du même 
coup l’efficacité du processus d’extraction des polluants (Krzaklewski et Pietrzykowski, 2002; 
Meuser, 2013). Pour ce qui est de la phytostabilisation, elle mise sur la formation d’un couvert 
végétal pour confiner les polluants au niveau de la matrice contaminée (Pilon-Smits, 2005; 
Mendez et Maier, 2008). Cela peut se faire par l’adsorption d’une partie de ces polluants sur 
les racines des végétaux. Aussi, les exsudats racinaires peuvent entrainer la précipitation des 
polluants, les rendant moins biodisponibles (Pilon-Smits, 2005; Mendez et Maier, 2008). 
Enfin, le couvert végétal limite la dispersion des contaminants en atténuant les phénomènes 
d’érosion ou de lessivage des résidus (Pilon-Smits, 2005; Mendez et Maier, 2008). Dans le cas 
d’une approche de phytostabilisation, les espèces de plantes indigènes sont à favoriser 
puisqu’elles ont l’avantage d’être adaptées aux conditions climatiques locales et qu’elles sont 
plus sujettes à enclencher un processus de succession écologique (Wong, 2003; Mendez et al., 
2007). 
Bien qu’elles soient avantageuses en plusieurs points, il faut être conscient que les méthodes 
de phytoremédiation ont aussi leurs limites. Entre autres, celles-ci nécessitent d’être éprouvées 
pour s’assurer qu’elles conviennent spécifiquement aux sites visés par les travaux de 
remédiation et pour vérifier si elles ont besoin d’être optimisées (Krzaklewski et 
Pietrzykowski, 2002). Également, le temps nécessaire pour atteindre les objectifs de 
revalorisation peut être plus long avec la phytoremédiation que dans le cas des méthodes 
traditionnelles (Mendez et Maier, 2008). Toutefois, il semblerait que ces phytotechnologies 
soient prometteuses pour la remédiation des sites contaminés; plus d’essais terrain à long 
terme seraient nécessaires pour évaluer le plein potentiel de celles-ci (Mendez et Maier, 2008). 
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1.2.2. L’aulne, candidat idéal pour la phytoremédiation 
L’aulne est un représentant des plantes actinorhiziennes. Elles sont nommées ainsi car leur 
association symbiotique avec Frankia, un actinomycète fixateur d’azote, entraine la formation 
de structures appelées actinorhizes au niveau des racines. L’azote peut être fixé au sein de ces 
stuctures (Valdés, 2008). Huit familles de plantes peuvent établir une symbiose avec Frankia, 
regroupant ainsi environ 220 espèces d’angiospermes (Santi et al., 2013; Bissonnette et al., 
2014). Il s’agit des Bétulacées, des Casuarinacées, des Coriariacées, des Datiscacées, des 
Élaegnacées, des Myricacées, des Rhamnacées et des Rosacées (Santi et al., 2013). Les 
plantes actinorhiziennes sont généralement des arbustes ou des arbres, à l’exception de celles 
qui appartiennent au genre Dastisca. Ces dernières sont des plantes herbacées (Santi et al., 
2013). Les plantes actinorhiziennes contribuent de façon très importante à la fixation de 
l’azote. À l’échelle planétaire, environ le quart de l’azote atmosphérique serait fixé par celles-
ci, alors que dans les zones plus froides, elles sont responsables de la majorité du phénomène 
(Dawson, 2008). 
De tous les genres de plantes actinorhiziennes, c’est Alnus qui est le plus répandu dans les 
zones froides ou tempérées de l’hémisphère Nord (Dawson, 2008). Ce genre n’est toutefois 
pas exclusif à ces régions; 34 espèces d’aulnes sont réparties partout à travers le monde, à 
l’exception de l’Antarctique où aucune plante actinorhizienne n’est présente (Baker et al., 
1990; Roy et al., 2007). Certaines espèces d’aulnes peuvent coloniser des sols aux pH 
extrêmes ou à la salinité élevée (Santi et al., 2013). Puisqu’ils résistent à toutes sortes de 
stress, il n’est pas étonnant que les aulnes soient souvent parmi les premiers végétaux à 
apparaître suite à une perturbation d’origine naturelle (retrait glaciaire, éruption volcanique, 
glissement de terrain, etc.) ou anthropique (forêts coupées à blanc, résidus miniers, etc.) (Roy 
et al., 2007). Souvent, ces milieux sont pauvres en azote et c’est pour cela que les aulnes, qui 
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peuvent tirer de l’atmosphère de 70 à 100% de l’azote dont ils ont besoin grâce à la symbiose 
actinorhizienne, sont avantagés en début de succession végétale (Cote et Camire, 1984; 
Beaupied et al., 1990; Mead et Preston, 1992; Hurd et al., 2001; Dawson, 2008). Pour les 
aider à tirer de ces milieux pauvres les nutriments dont ils ont besoin, les aulnes bénéficient 
aussi d’associations symbiotiques telles que des mycorhizes arbusculaires et des 
ectomycorhizes (Chatarpaul et al., 1989; Jha et al., 1993a; Diem, 1996; Yamanaka et al., 
2003). À la fin d’une saison de croissance, l’aulne enrichit son milieu en perdant ses feuilles, 
d’autant plus que l’azote que celles-ci ont accumulé pendant l’été est faiblement retransloqué 
vers la tige en automne (Dawson, 2008). En fait, il est estimé que 45% de l’azote fixé par la 
Frankia symbiotique retourne à l’écosystème via la perte des feuilles (Huss-Danell, 1997). Au 
fur et à mesure que le sol s’enrichit en azote, d’autres espèces végétales s’établissent dans les 
milieux colonisés par les aulnes. L’aulne ne tolérant pas bien l’ombre en raison des grands 
besoins énergétiques associés à la fixation de l’azote, il disparaîtra peu à peu alors que celles-
ci prendront sa place (Dawson, 2008). 
 
 
Du fait qu’ils s’adaptent à des conditions de sols variées, qu’ils colonisent naturellement 
plusieurs milieux et qu’ils enrichissent leur environnement en azote, les aulnes sont tout 
désignés pour la phytoremédiation (Roy et al., 2007). L’utilisation des aulnes pour la 
phytostabilisation de résidus miniers semble prometteuse, malgré la propension de ceux-ci à 
acidifier leur milieu lorsqu’ils colonisent des sols dont le pH se rapproche de la neutralité. En 
fait, il faut penser que selon les propriétés du sol, cet abaissement de pH risque d’augmenter 
graduellement la biodisponibilité des métaux. Cela n’est pas tellement souhaité, sauf si des 
plantes accumulatrices sont employées conjointement dans une optique de phytoextraction 
(Roy et al., 2007).  
 
 
En plus d’avoir un potentiel de revégétalisation sur des sites miniers, les aulnes peuvent 
s’établir sur des sites contaminés par des polluants organiques comme des hydrocarbures 
aromatiques polycycliques (HAP) ou par des résidus issus de l’industrie des sables bitumineux 
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tels que la coke de pétrole ou les sables résiduels (Ridgway et al., 2004; Lefrançois et al., 
2010; Bissonnette, 2011).  
 
 
1.3. Les symbiotes à l’étude 
 
 
Frankia, une bactérie fixatrice d’azote, ainsi que certaines espèces de champignons 
ectomycorhiziens et endomycorhiziens sont des symbiotes de l’aulne (Rose, 1980). Fait 
intéressant, en 1888, c’est Albert-Bernhardt Frank, le botaniste allemand à qui Frankia doit 
son nom, qui a décrit pour la première fois les ectomycorhizes qu’il avait notamment pu 
observer chez l’aulne (Gardner, 1986). Il semblerait qu’une inoculation combinée avec 
Frankia et des champignons mycorhiziens sélectionnés puisse franchement améliorer la 
croissance et la valeur adaptative des aulnes (Roy et al., 2007). Lorsqu’un plant d’aulne est 
associé à Frankia et présente en même temps des ectomycorhizes et des mycorhizes 
arbusculaires, on parle de symbiose tétrapartite (Chatarpaul et al., 1989) ou d’hypersymbiose 
(Godbout et Fortin, 1983). 
 
 
1.3.1. Frankia et la symbiose actinorhizienne 
 
 
Si l’aulne est en mesure de s’établir dans des sols pauvres, c’est en très grande partie grâce à 
son association symbiotique avec Frankia, une bactérie du sol qui peut fixer l’azote 
atmosphérique qu’elle soit sous sa forme libre ou bien qu’elle soit associée à une plante 
actinorhizienne (Diagne et al., 2013; Pawlowski, 2009). Dans une optique de 
phytorestauration, l’inoculation des aulnes avec ce microorganisme donne des plants ayant une 
productivité accrue et dont les feuilles ont des teneurs plus élevées en azote (Diagne et al., 
2013).  
27 
1.3.3.1. Frankia : caractéristiques générales 
Comme tous les actinomycètes, groupe de bactéries dont elle fait partie, Frankia a un Gram 
positif et son génome est particulièrement riche en guanine et en cytosine (Normand et al., 
1996). Une analyse des séquences d’ADN ribosomal 16S obtenues à partir d’isolats provenant 
de plantes hôtes d’origines géographiques diverses a permis de déterminer que les bactéries de 
ce seul genre pouvaient constituer une famille, les Frankiacea (Normand et al., 1996). Une 
classification répartissant les bactéries de cette famille en quatre groupes a aussi été rendue 
possible grâce à une telle analyse : le Groupe 1 comprend les souches qui infectent les plants 
des genres Alnus, Casuarina et Myrica (Fagales); le Groupe 2 inclut des souches qui sont non 
cultivables, mais qui peuvent être détectées dans les nodules des Dryas, des Coriaria, des 
Datisca et des Ceanothus; le Groupe 3 réunit les souches propres aux végétaux des familles 
Elaeagnaceae et Rhamnaceae (excluant le genre Ceanothus) alors que le Groupe 4 comporte 
toutes les souches atypiques, c’est-à-dire celles qui, par exemple ne fixent pas l’azote ou ne 
sont pas en mesure de réinfecter l’hôte duquel elles ont été isolées à partir d’un nodule (Chaia 
et al., 2010).  
En culture, Frankia est caractérisée par une croissance très lente et elle forme des hyphes à 
partir desquels peuvent se différencier des vésicules, sites de fixation de l’azote, et des 
sporanges multilobés contenant des spores (Lechevalier, 1994). Sachant qu’au sein du nodule, 
ces mêmes morphologies peuvent être adoptées dépendamment des facteurs 
environnementaux, de l’identité de l’hôte ou de la bactérie (Chaia et al., 2010), on ne peut que 
supposer que c’est aussi le cas pour Frankia vivant dans le sol de façon saprophyte (Chaia et 
al., 2010). 
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1.3.3.2. Frankia et son pouvoir infectieux 
 
 
Des souches de Frankia ayant un pouvoir infectieux peuvent être retrouvées sur toute la 
planète (Dawson, 2008). Elles se trouvent dans des milieux divers, que ceux-ci soient peuplés 
de plantes actinorhiziennes, qu’ils l’aient été il y a déjà très longtemps ou qu’ils ne l’aient 
jamais été (Valdés, 2008). Même en Antarctique, où les plantes hôtes ne peuvent survivre, il 
semblerait que la bactérie soit présente. En effet, dans le cadre d’une étude métagénomique 
effectuée sur des échantillons de sol en provenance de ce continent, une séquence génomique 
clonale a montré une forte homologie avec une séquence de Frankia (Babalola et al., 2009). 
La possibilité de détecter de la Frankia infectieuse dans plusieurs sols nouvellement formés 
indique que la dispersion de la bactérie est chose courante (Valdés, 2008). Bien que Frankia 
puisse être décelée dans des milieux dénués de plantes hôtes, il semblerait que ce soient tout 
de même la présence et l’identité de ces plantes qui aient le plus grand effet sur sa diversité 
dans un environnement donné (Huguet et al., 2004; Anderson et al., 2009; Lipus et Kennedy, 
2011). Les conditions édaphiques telles que l’humidité, le pH, la salinité, le contenu en argile 
ou en matière organique ainsi que des facteurs abiotiques tels que la température ou la 
présence de polluants inorganiques influencent aussi les populations infectieuses de Frankia 
(Dawson, 2008).Entre autres, il semblerait que l’établissement de la symbiose entre Frankia et 
l’aulne puisse être influencée par la présence des métaux lourds. En effet, il a été démontré, en 
conditions contrôlées, que certaines concentrations de nickel pouvaient stimuler la nodulation 
alors que la présence de manganèse et d’aluminium à des teneurs données pouvait réduire le 
nombre de nodules par plante (Bélanger, 2009). 
  
Les bactéries du genre Frankia peuvent coloniser une plante en pénétrant ses poils racinaires 
ou en s’infiltrant entre les cellules de sa racine, mais c’est l’identité de l’hôte qui détermine le 
mode d’infection (Pawlowski, 2009). Les hôtes de Frankia appartiennent à trois groupes qui 
sont phylogénétiquement reliés : les Fagales, dont les aulnes font partie, les Cucurbitales et 
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les Rosales (Pawlowski, 2009). Puisque Frankia entre dans la racine par les poils racinaires 
chez l’aulne et tous les autres Fagales (Pawlowski, 2009), c’est ce mode d’infection qui sera 
décrit ici. Tout d’abord, Frankia excrète une molécule signal encore inconnue qui induit la 
déformation des poils racinaires de l’hôte (voir figure 1 A) (Santi et al., 2013). Les hyphes de 
la bactérie peuvent ensuite se fixer à ce poil incurvé et y pénétrer lors de l’invagination de la 
membrane plasmique de l’une des cellules de l’hôte. À ce moment, un dépôt se fait autour de 
l’hyphe au sein du poil racinaire (Berry et McCully, 1990). Ce dépôt pariétal composé de 
xylane, de cellulose et de pectine permet de créer une structure apparentée à celle du canal 
infectieux chez les légumineuses (Berg, 1999). Pendant ce temps, la division des cellules 
corticales est enclenchée : celles-ci peuvent alors être infectées, menant à la formation du 
prénodule (Pawlowski, 2009). Les cellules corticales s’élargissent alors en raison du dépôt qui 
continue de s’accumuler en condensant les hyphes de Frankia en un réseau compact (voir 
figure 1B) (Pawlowski, 2009). Les cellules du prénodule sont différenciées au même niveau 
que les cellules d’un nodule pleinement développé et Frankia peut y fixer l’azote (Laplaze et 
al., 2000). Alors que les cellules corticales se divisent, le nodule commence à se former à 
partir des cellules de l’endoderme et du péricycle qui amorcent aussi leur division (Callaham 
et Torrey, 1977). Ces cellules finiront par être infectées à leur tour et leur développement 
mènera à la formation des lobes primaires (voir figure 1C) qui apparaissent 2 à 3 semaines 
après l’inoculation (Callaham et Torrey, 1977; Franche et al., 2009). Puisque ces lobes sont en 
fait des racines latérales modifiées, un faisceau vasculaire se trouve en leur centre. Il est 
entouré de l’endoderme, de cellules du cortex contenant Frankia et du périderme (Franche et 
al., 2009). La pointe du nodule est appelée méristème (Pawlowski, 2009). Des lobes 
secondaires pourront s’ajouter aux lobes primaires, menant à la formation d’un nodule 
coralliforme (Bowes et al., 1977) (voir figure 1D).  
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Figure 1 : Infection des plantes actinorhiziennes du groupe des Fagales par la bactérie 
Frankia (schéma tiré de Pawlowski, 2009). A. Déformation des poils racinaires chez 
Alnus rubra. B. Coupe transversale d’une racine de Alnus glutinosa. Les flèches noires 
pointent des cellules de prénodule remplies d’un réseau compact d’hyphes. C. Coupe 
transversale d’une racine de Alnus glutinosa montrant un prénodule (pre) et un jeune 
nodule; m : méristème. D. Coupe longitudinale d’un nodule de Casuarina glauca; 
m : méristème. E. Coupe d’un nodule ramifié de Casuarina glauca. La flèche pointe vers 
le méristème. 
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1.3.3.3. Fixation de l’azote 
C’est grâce à l’enzyme appelée dinitrogénase que Frankia peut convertir l’azote 
atmosphérique en ammonium (Franche et al., 2009). Cette enzyme très conservée chez les 
organismes diazotrophes est constituée de deux protéines, soient la nitrogénase réductase 
(protéine Fe, centre d’oxydo-réduction de fer) et la nitrogénase (protéine MoFe, centre 
d’oxydo-réduction de fer-molybdène) (Franche et al., 2009; Lundquist et Huss-Danell, 1991). 
La fixation de l’azote grâce à la dinitrogénase donne lieu à ce qui est appelé le dilemme de 
l’oxygène : l’enzyme en question est sensible à l’oxygène, mais la réaction enzymatique est 
très énergétique et nécessite donc des conditions aérobies pour que la respiration cellulaire 
puisse avoir lieu à proximité (Pawlowski, 2009). Si Frankia peut fixer l’azote librement dans 
le sol, c’est en partie grâce à la structure de ses vésicules qui est en mesure de résoudre ce 
dilemme (Pawlowski, 2009). L’enveloppe de ces vésicules est constituée de plusieurs couches 
d’hopanoïdes, des molécules organiques pentacycliques de nature lipidique jouant un rôle dans 
la stabilité de la membrane chez plusieurs bactéries. Cette enveloppe agit comme une barrière 
s’adaptant aux concentrations d’oxygène environnantes (Parsons et al., 1987; Berry et al., 
1993; López-Lara et al., 2003). Frankia possède également des enzymes, les hydrogénases, 
qui permettent de recycler des molécules de dihydrogène issues de la fixation d’azote afin de 
produire de l’énergie en les scindant. Cette réaction nécessite un passage des molécules de 
dihydrogène dans une chaine de transport d’électrons : il y a donc consommation de molécules 
d’oxygène qui sont transformées en eau (Richau et al., 2013). Chez l’aulne, la protection de la 
nitrogénase est aussi influencée par la structure du nodule qui a un impact sur la diffusion de 
l’oxygène. Également, l’entassement du microsymbiote au sein des cellules a pour effet de 
limiter l’exposition de l’enzyme à l’oxygène pouvant circuler dans les espaces intercellulaires 
(Silvester et al., 2008). La fixation de l’azote produit de l’ammonium et c’est sous cette forme 
que l’azote semble être assimilée par les tissus du nodule (Berry et al., 2011). Par contre, c’est 
souvent sous une autre forme que l’exportation vers les autres tissus de la plante se fait 
(Valverde et Huss-Danell, 2008). Une plante bénéficiant ainsi de la symbiose actinorhizienne 
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doit entretenir les nodules ainsi que les symbiotes qu’ils abritent en leur fournissant du 
carbone (Huss-Danell, 1990). On sait que c’est par le phloème que le carbone est transporté 
vers les nodules sous forme de sucrose, mais la nature des composés carbonés métabolisés par 
Frankia est encore inconnue (Valverde et Huss-Danell, 2008). 
1.3.3.4. Régulation de la nodulation 
La symbiose actinorhizienne est bénéfique pour la plante hôte, mais il n’en demeure pas moins 
que le développement des nodules doit être régulé afin d’assurer une bonne répartition des 
photosynthétats (Pawlowski, 2009). Cela peut être fait soit en contrôlant le nombre de 
nouvelles infections ou le développement des nodules déjà établis (Pawlowski, 2009). Deux 
mécanismes régissent ce contrôle de la nodulation en fonction des besoins de la plante en 
azote : l’autorégulation et l’inhibition par l’azote. L’autorégulation est un processus 
systémique qui commence avant même que la fixation de l’azote n’ait été amorcée (Wall et 
Berry, 2008). Il s’agit d’une diminution de la susceptibilité à de nouvelles infections et elle 
serait attribuée à un changement au niveau de l’expression ou de l’activité d’une molécule 
signal sécrétée par la plante, bien que cela n’ait pas pu être démontré (Wall et Berry, 2008). 
L’inhibition par l’azote régule le nombre de nodules ainsi que leur biomasse totale (Wall et 
Berry, 2008). Dans des expériences où des inoculations subséquentes étaient faites avec 
Frankia, la seconde inoculation ne permettait pas le développement de nouveaux nodules à 
moins que les nodules formés suite à la première inoculation ne soient excisés (Wall et 
Huss‐Danell, 1997; Valverde et Wall, 1999). Ce processus est régulé par l’apport en azote fixé 
(Wall et al., 2003). Il faut noter que l’application d’azote exogène peut également occasionner 
une inhibition de la croissance des nodules (Baker et al., 1997). Chez l’aulne, la disponibilité 
du phosphore a aussi un effet sur le développement des nodules. Dans une expérience en 
dispositifs bicompartimentés, une levée systémique du phénomène d’inhibition de la 
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nodulation a été observée après qu’il y ait eu une augmentation de l’apport en phosphate d’un 
seul côté du dispositif (Gentili et Huss-Danell, 2003). 
Bien que la plante ait un certain contrôle sur l’établissement de la symbiose et le 
développement des nodules, il ne faut pas oublier que plusieurs facteurs abiotiques et biotiques 
peuvent influencer la nodulation chez les plantes actinorhiziennes (Dawson, 2008). Par 
exemple, il semblerait que les sols acides puissent inhiber la formation des nodules (Dixon et 
Wheeler, 1983). Chez l’aulne glutineux, c’est à des pH allant de 5,5 à 7,2 que le phénomène 
de nodulation est observé (Griffiths et McCormick, 1984). Le molybdène, le fer et le cobalt 
doivent être disponibles pour la plante actinorhizienne puisqu’ils jouent des rôles essentiels 
dans la fixation de l’azote, les deux premiers entrant dans la composition de la nitrogénase et 
le second étant nécessaire à la synthèse de la vitamine B12 dont le microsymbiote a besoin 
(revue par Huss-Danell, 1997). Parmi les facteurs biotiques, l’état physiologique de Frankia 
peut être inclus : certaines souches sont non infectieuses ou fixent peu ou pas l’azote (Wheeler 
et al., 2008). Aussi, des bactéries du sol peuvent favoriser l’infection de la plante par Frankia 
(Knowlton et al., 1980). L’association de la plante actinorhizienne avec des mycorhizes a 
aussi un impact sur la nodulation, mais cet aspect sera abordé un peu plus loin dans ce 
mémoire (voir la section 1.3.4 traitant de l’hypersymbiose). 
1.3.3.5. Frankia et les conditions adverses 
Il a été démontré que Frankia pouvait persister dans des milieux contaminés par des métaux 
ou des polluants organiques tels que des hydrocarbures aromatiques polycycliques. Même 
lorsque ces milieux sont dénués de plantes hôtes, les bactéries du genre Frankia qui en sont 
isolées peuvent conserver leur pouvoir infectieux chez l’aulne (Ridgway 2004). 
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Dans un environnement contaminé par des métaux lourds, les microorganismes accumulent les 
métaux de façon non spécifique en raison de transporteurs qui sont exprimés de façon 
constitutive. C’est ce qui explique la toxicité des métaux (Nies, 1999). Les mécanismes de 
tolérance ou de résistance aux métaux des procaryotes comprennent l’excrétion des ions via 
des mécanismes de transport actifs, la séquestration des métaux via des molécules contenues 
dans le cytosol (p. ex. des composés comportant des groupements thiols), la réduction des ions 
métalliques à un stade d’oxydation moins nocif, la sécrétion de molécules chélatrices dans 
l’environnement de la cellule ainsi que la séquestration des métaux par l’adsorption dans la 
paroi cellulaire bactérienne (Nies, 1999; Haferburg et Kothe, 2007). Certaines souches 
bactériennes du genre Frankia sont en mesure de produire des sidérophores dans des 
conditions où le fer est limitant (Aronson et Boyer, 1994). Ces sidérophores atténuent 
apparemment les effets néfastes que les métaux lourds ont sur la croissance de ces bactéries 
(Singh et al., 2010). Par ailleurs, des essais en microplaques réalisés sur 4 souches de Frankia 
ont permis de déterminer que celles-ci étaient plutôt tolérante à plusieurs métaux (Bélanger et 
al., 2011b).  
1.3.2. Champignons endomycorhiziens 
L’aulne, comme 80 % des plantes vasculaires connues, peut bénéficier des mycorhizes 
arbusculaires (ou endomycorhizes), une association symbiotique avec des champignons 
endomycorhiziens. Ceux-ci appartiennent à l’embranchement des Gloméromycètes (Schüßler 
et al., 2001). Ils ont la particularité d’avoir des hyphes non septés, dits coenocytiques, ce qui 
fait que chaque individu est en quelque sorte une cellule unique multinuclée à l’intérieur de 
laquelle circulent des nutriments (Garbaye, 2013). Les noyaux de cette cellule géante sont 
haploïdes et sont différents les uns des autres en terme d’informations génétiques contenues 
(Garbaye, 2013). Les Gloméromycètes sont des symbiotes obligatoires, c’est-à-dire qu’ils ont 
besoin du carbone fourni par la plante pour compléter leur cycle de vie, mais ils peuvent 
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persister dans le sol sous forme de spores (Garbaye, 2013). Il y a plus de 400 millions 
d’années, ces champignons auraient vraisemblablement établit la symbiose avec des plantes 
primitives au système racinaire peu développé, aidant celles-ci à acquérir des nutriments 
(Remy et al., 1994; Humphreys et al., 2010). C’est possiblement parce que ces plantes 
primitives ont co-évolué avec ces symbiotes fongiques que les mycorhizes arbusculaires sont 
aujourd’hui retrouvées chez une grande diversité de plantes provenant d’écosystèmes variés à 
l’échelle planétaire (Brundrett, 2002; Garcia et al., 2009; Öpik et al., 2006). 
1.3.2.1. Cycle de vie 
Dans le sol, les propagules des champignons endomycorhiziens sont retrouvées sous trois 
formes, soient les spores, les fragments de racines colonisés et le mycélium (Smith et Read, 
2008). Une spore en quiescence peut germer en absence d’une plante hôte à condition qu’elle 
se retrouve dans les conditions édaphiques appropriées (Giovannetti, 2000). La germination 
peut dépendre entre autres du pH, de la température, de l’humidité et de la disponibilité en 
nutriments (Giovannetti, 2000). Un autre facteur influence aussi la germination des spores : il 
s’agit des interactions avec les autres microorganismes du sol, notamment avec des bactéries 
auxiliaires à la mycorhization. Ces bactéries pourraient affecter la paroi des spores ou produire 
certaines molécules chimiques de façon à stimuler la germination de ces spores (Miransari, 
2011). Lorsque la spore a germé, un mycélium exploratoire en émerge et s’étend avec une 
forte dominance apicale, bien que des embranchements se forment de manière régulière 
(Giovannetti, 2000). Si le champignon ne se retrouve pas à proximité d’une plante hôte à ce 
moment, la croissance de l’hyphe sera arrêtée à ce stade présymbiotique (Bonfante et Genre, 
2010). Dans le cas contraire, les exsudats racinaires d’une plante hôte pourraient stimuler le 
développement d’un réseau mycélien hautement ramifié, augmentant les possibilités de 
rencontres avec une racine à coloniser (Buee et al., 2000). Lorsqu’un hyphe mycorhizien entre 
en contact avec la racine de la plante hôte, il continue de se ramifier, mais une structure 
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aplatie, l’appressorium, se différencie également à la surface de cette racine  (Genre et al., 
2005). Lors de la formation de l’appressorium, un mouvement est enclenché au niveau des 
noyaux des cellules de l’épiderme de la racine. La migration trans-cellulaire de ces noyaux 
vers la structure nouvellement différenciée est associée à l’apparition d’un arrangement 
cytoplasmique éphémère, l’appareil de pré-pénétration. Celui-ci facilite l’entrée du symbiote 
dans les cellules de la racine (Genre et al., 2005). 
Après avoir traversé les cellules de l’épiderme et de l’exoderme, les hyphes peuvent 
s’organiser de deux façons différentes, soient Arum ou Paris (Garbaye, 2013). Dans le premier 
cas, les hyphes s’étendent tout d’abord dans les espaces intercellulaires au niveau du cortex 
(Smith et Read, 2008; Garbaye, 2013). Ensuite, les arbuscules, des structures ramifiées ayant 
une courte durée de vie, se forment à l’intérieur des cellules corticales (Smith et Read, 2008). 
Plus précisément, les arbuscules sont à l’intérieur de la paroi cellulaire, mais ils ne traversent 
pas la membrane cellulaire : ils sont invaginés dans le cytoplasme et en sont séparés par un 
compartiment apoplasmique (Smith et Read, 2008). Il est très probable que les transferts de 
nutriments entre le champignon et la plante aient lieu au niveau des arbuscules: il a été 
confirmé que c’était par là que les nutriments en provenance du sol transitaient (Smith et 
Read, 2008). Dans le cas d’une organisation de type Paris, qu’on reconnaît maintenant comme 
étant la plus fréquente, le mycélium ne se fraie pas de chemin entre les cellules, mais passe au 
travers de celles-ci en formant des structures en forme de spire (Garbaye, 2013). Bien qu’il y 
ait longtemps eu des distinctions entre les deux types d’organisation (Arum et Paris), il 
semblerait qu’un type intermédiaire de conformation puisse aussi exister (Garbaye, 2013). En 
plus des arbuscules et des spires, une autre structure est souvent présente dans les racines de 
l’hôte: il s’agit des vésicules qui se forment à l’intérieur ou entre les cellules du cortex 
(Garbaye, 2013). Bien que leur fonction ne soit pas encore connue, ces petits sacs à la paroi 
épaisse renferment plusieurs gouttelettes lipidiques : cela laisse croire qu’il s’agirait d’organes 
de réserve (Smith et Read, 2008; Garbaye, 2013).  
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Plusieurs facteurs biotiques et abiotiques peuvent influencer le niveau de colonisation des 
racines par les mycorhizes arbusculaires (revus par Hoeksema et al., 2010). Par leur 
complexité, les effets du phosphate sur le degré de colonisation peuvent susciter l’attention : 
dans des conditions où la quantité de phosphate disponible est très élevée comme dans les 
conditions où elle est plutôt basse, les champignons mycorhiziens s’associent très faiblement à 
la plante (informations revues par Smith et Read, 2008). Une fois la racine d’une plante 
colonisée par les mycorhizes, il y a également formation de mycélium extraracinaire qui 
s’étend en s’infiltrant entre les particules du sol (Smith et Read, 2008). La prospection du sol 
par les hyphes extraracinaires permet d’acquérir des nutriments, mais aussi d’atteindre de 
nouvelles racines à coloniser (Garbaye, 2013). 
1.3.2.2. Avantages conférés à l’hôte 
Les mycorhizes arbusculaires facilitent l’assimilation des minéraux (notamment du phosphore 
et du zinc) par l’hôte (Fortin et al., 2008). Elles permettraient également d’améliorer la 
résistance à la sécheresse des plantes colonisées via des mécanismes encore difficiles à 
expliquer (Smith et Read, 2008). Aussi, elles rendraient leurs hôtes moins susceptibles aux 
attaques des insectes, très possiblement grâce à une stimulation des réponses de défense de la 
plante (Pozo et Azcón-Aguilar, 2007). La réponse d’une plante à la mycorhization peut se 
traduire par une croissance accrue pouvant être expliquée par l’apport augmenté en phosphate, 
mais ce n’est pas toujours le cas. En effet, il peut y avoir des réponses nulles ou même 
négatives qui ont parfois été attribuées à un phénomène de parasitisme, bien qu’il n’en soit 
rien: dans de telles situations, il a été démontré que la fonction d’assimilation du phosphate par 
les mycorhizes était maintenue (information revue par Smith et Read, 2008). Plusieurs facteurs 
sont responsables des variations observées dans ces réponses à la symbiose : celles-ci peuvent 
dépendre par exemple des conditions édaphiques ou de l’identité et de la provenance du 
symbiote et de la plante hôte (Entry et al., 2002; Pellegrino et al., 2011). 
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1.3.2.3. Rôles dans l’écosystème 
Les mycorhizes arbusculaires sont connus pour leurs effets bénéfiques sur les plantes, mais 
elles jouent aussi d’importants rôles écologiques, ce qui en fait des acteurs de premier plan 
dans la succession végétale (Garbaye, 2013). Notamment, la richesse des mycorhizes dans un 
écosystème a pour effet d’augmenter la biodiversité et la productivité des plantes à l’intérieur 
de celui-ci (Van Der Heijden et al., 1998). Les champignons mycorhiziens participent 
également à la structuration du sol en favorisant la formation et la stabilisation des agrégats. 
Cela est dû aux effets biophysiques de leurs hyphes (alignement des particule de sol et 
maintient des agrégats grâce à l’effet charpente) ainsi qu’aux effets biochimiques en lien avec 
le dépôt de protéines associées à la glomaline. Ces derniers incluent la formation de sites de 
nucléation pour les nouveaux agrégats, l’influence de la polarité en surface de ces agrégats 
ainsi que leur consolidation via des associations protéines-minéraux (informations revues par 
Rillig et Mummey, 2006). 
1.3.2.4. Les champignons endomycorhiziens et les conditions adverses 
Les champignons endomycorhiziens peuvent être retrouvés dans des milieux contaminés 
notamment par des métaux lourds ou des hydrocarbures (Del Val et al., 1999; Hassan et al., 
2014). Les communautés de champignons sont modifiées par de telles perturbations : des 
souches moins tolérantes sont éliminées alors que des souches tolérantes sont favorisées 
(Hassan et al., 2011). 
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Plusieurs avancées ont été faites pour expliquer comment les champignons mycorhiziens 
peuvent persister dans des milieux contaminés par les métaux lourds (revues par González-
Guerrero et al., 2009). Tout d’abord, une bonne partie des polluants peut être séquestrée dans 
les parois des hyphes ou des spores fongiques (González-Guerrero et al., 2008). Il peut aussi 
arriver que le champignon modifie son développement en présence de polluants. Par exemple, 
pour éviter les microsites dont la teneur en métaux lourds est très élevée, certains 
champignons augmentent la longueur de leurs hyphes (présymbiotiques ou exploratoires) dans 
le but de pouvoir compléter leur cycle de reproduction dans un milieu où la contamination est 
moins sévère (Pawlowska et Charvat, 2004). Également, il existerait des mécanismes de 
compartimentalisation qui permettraient de diminuer les concentrations de polluants dans le 
cytoplasme des hyphes fongiques. Ainsi, des métaux tels que le cadmium et le zinc auraient 
tendance à s’accumuler rapidement dans les vacuoles des hyphes, possiblement grâce à des 
transporteurs spécifiques (González-Guerrero et al., 2008). De la même façon, le cuivre 
pourrait être relocalisé dans les vacuoles des spores (González-Guerrero et al., 2008). Enfin, 
certains champignons mycorhiziens sont en mesure de pallier aux stress oxydatifs occasionnés 
par la présence de métaux tels que le cuivre et le fer grâce à des enzymes ou de petites 
molécules au pouvoir antioxydant (revue par González-Guerrero et al., 2009). 
À des fins de phytoremédiation, il est avantageux d’inoculer les plants avec des champignons 
formant des mycorhizes puisque les perturbations peuvent réduire les quantités de propagules 
infectieuses présentes dans le milieu (Cabello, 1997; Zarei et al., 2008). Il ne semble pas 
impératif d’employer des champignons ayant été isolés du milieu à restaurer. En effet, ceux-ci 
ne performent pas nécessairement mieux que les champignons provenant d’un milieu non 
perturbé (Enkhtuya et al., 2000). Il faut mentionner qu’une souche isolée d’un milieu perturbé 
peut perdre sa tolérance au polluant donné si elle n’y est pas exposé lorsqu’elle est maintenue 
en culture ou lors de la production de l’inoculum (Enkhtuya et al., 2000; Oliveira et al., 2010). 
Si un champignon ne provenant pas du milieu à restaurer est employé pour l’inoculation, il 
faut à tout le moins que celui-ci soit tolérant aux conditions qui prévalent sur le site et qu’il 
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soit en mesure de compétitionner avec les souches indigènes qui pourraient se trouver sur le 
site (Hassan 2014). 
1.3.3. Champignons ectomycorhiziens 
Les ectomycorhizes sont un type d’association symbiotique entre une plante et un 
champignon. Selon des estimations, plus de 6000 espèces de ces champignons dits 
ectomycorhiziens seraient réparties entre les phyla des Ascomycètes et des Basidiomycètes. 
Ceux-ci ne s’associent toutefois qu’avec un maigre 5 % des espèces végétales (Garbaye, 
2013). Les ectomycorhizes, apparues il y a environ 250 millions d’années, se forment surtout 
chez les plantes ligneuses et se retrouvent principalement dans les sous-bois (Fortin et al., 
2008). En général, le niveau de spécificité des champignons ectomycorhiziens envers les hôtes 
est très faiblemais une exception qui confirme cette règle est Alpova diplophloeus (Smith et 
Read, 2008). Ce champignon ne s’associe qu’avec l’aulne, bien que ce dernier soit en mesure 
d’établir une symbiose avec d’autres espèces fongiques (Molina, 1979). 
1.3.3.1. Cycle de vie 
Comme l’indiquent les enzymes qu’ils sécrètent et leur capacité à pousser en milieu de 
culture, les champignons ectomycorhiziens sont des organismes qui peuvent survivre dans le 
sol indépendamment de leurs hôtes, en tant que saprophytes (Bonfante et Genre, 2010). 
Certains d’entre eux, dont Paxillus involutus, sont surnommés les «champignons à protéines» 
du fait qu’ils sécrètent des protéases leur permettant d’absorber de l’azote sous forme d’acides 
aminés en dégradant les protéines du sol (Garbaye, 2013). La formation des ectomycorhizes 
nécessite tout d’abord un contact entre l’hyphe fongique et une racine latérale courte réceptive 
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à la symbiose (Smith et Read, 2008; Garbaye, 2013). Il semblerait que des exsudats racinaires 
soient impliqués dans la reconnaissance hôte/symbiote (Horan et Chilvers, 1990). À partir du 
point de contact, les hyphes se ramifient. Dépendamment des espèces végétales, fongiques, ou 
des conditions environnementales, ils s’étendent à la surface de la racine de façon à former le 
manteau ou s’infiltrent entre les cellules des tissus racinaires pour ébaucher ce qui est désigné 
comme étant le réseau de Hartig (Garbaye, 2013). Le manteau, dont l’aspect général (forme, 
couleur, apparence en surface) peut varier selon l’espèce du champignon, est essentiellement 
un enchevêtrement d’hyphes plus ou moins différenciés (Garbaye, 2013). Chez les 
angiospermes, le réseau de Hartig s’étend seulement jusqu’à la première couche de cellules 
épidermiques. Celles-ci réagissent généralement en s’élargissant, ce qui augmente le diamètre 
de la racine latérale courte (Garbaye, 2013). À l’intérieur de la racine de l’aulne, les cellules 
de cette première couche de cellules ne sont que partiellement enveloppées : il s’agit d’une 
pénétration «para-épidermale» (Godbout et Fortin, 1983). Il se pourrait que la pénétration des 
hyphes soit facilitée par la destruction des cellules de la lamelle moyenne grâce à des enzymes 
lytiques d’origine fongique (Massicotte et al., 1986). C’est au niveau du réseau de Hartig que 
les échanges symbiotiques ont lieu (Garbaye, 2013). Une fois que le champignon s’est ancré 
dans la racine, ses hyphes peuvent en émerger et s'entremêler de façon à former un cordon 
mycélien ou des sclérotes afin d’explorer le sol (Fortin et al., 2008; Garbaye, 2013).  
1.3.3.2. Avantages conférés à l’hôte 
Parmi les effets positifs attribués aux ectomycorhizes, on compte un meilleur accès à l’eau et 
aux minéraux dont le phosphate, la possibilité d’assimiler de l’azote organique, la résistance à 
certaines maladies ainsi que la tolérance aux pH faibles et aux métaux lourds (Fortin et al., 
2008; Smith et Read, 2008). Ces bénéfices font de l’emploi des ectomycorhizes une avenue à 
considérer en phytoremédiation, mais il faut savoir que les conditions environnementales 
peuvent limiter les effets attendus d’une inoculation avec ces champignons symbiotiques 
(Kernaghan et al., 2002). Cela peut être le cas dans des situations où le pH ou la salinité sont 
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élevés (Tresner et Hayes, 1971; Dixon et Wheeler, 1983; Hung et Trappe, 1983; Kernaghan et 
al., 2002).  
1.3.3.3. Rôles dans l’écosystème 
Dans un écosystème forestier, les communautés de champignons ectomycorhiziens jouent des 
rôles clés au niveau du cycle du carbone, de la mobilisation des nutriments à partir de la 
matière organique et inorganique ou du fonctionnement des communautés végétales 
(informations revues par Courty et al., 2010). En ce qui concerne leur rôle dans la succession 
primaire, ils ont surtout été étudiés dans des sites perturbés par la glaciation ou des éruptions 
volcaniques (Smith et Read, 2008). Dans un désert volcanique, il semblerait que les 
champignons ectomycorhiziens associés à une plante pionnière puissent faciliter 
l’établissement de plantes ligneuses dans les premières étapes de la succession (Nara et 
Hogetsu, 2004). Cela pourrait être dû au réseau mycorhizien qui, en reliant des végétaux entre 
eux, permet un transfert de nutriments : l’établissement d’un tel réseau pourrait permettre à de 
jeunes pousses de ne pas devoir entrer en compétition avec des plus grands plants pour des 
ressources essentielles telles que l’azote (Nara, 2006). 
1.3.3.4. Les champignons ectomycorhiziens et les conditions adverses 
Les champignons ectomycorhiziens ont une nature saprophyte et plusieurs d’entre eux 
possèdent des enzymes pouvant dégrader des polluants organiques tels que des hydrocarbure 
aromatiques polycycliques, des biphényle polychlorés ou des pesticides (Meharg et Cairney, 
2000). De plus, plusieurs d’entre eux tolèrent la présence d’ions métalliques toxiques (Gadd, 
1993). Cette tolérance aux métaux est d’une part due à des mécanismes extracellulaires qui 
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empêchent les ions potentiellement toxiques de pénétrer les cellules. Parmi ceux-ci, on compte 
la sécrétion de molécules organiques chélatrices qui permettent d’immobiliser les ions dans le 
sol (revue par Bellion et al., 2006). Ce premier mécanisme est dépendant de l’activité 
cellulaire, mais le second est plutôt passif : il s’agit de l’emprisonnement des ions par leur 
liaison aux parois fongiques (Bellion et al., 2006). Lorsque les métaux parviennent à pénétrer 
les cellules, des systèmes de détoxification permettent de diminuer le stress occasionné par 
ceux-ci (Bellion et al., 2006). Ainsi, des protéines de liaison, les métallothionéines, permettent 
de séquestrer les ions métalliques de façon à limiter les dommages cellulaires (Bellion et al., 
2006). Des mécanismes de transport peuvent également être impliqués dans la tolérance aux 
métaux. D’une part, les ions métalliques ayant pénétré les cellules peuvent être séquestrés vers 
des compartiments intracellulaires telle que la vacuole. L’augmentation des transporteurs 
permettant la sortie de tels ions ou la diminution de ceux qui en permettent l’entrée peuvent 
aussi être observées (revu par Bellion et al., 2006).  
L’utilisation des champignons ectomycorhiziens à des fins de phytoremédiation peut avoir 
pour effet d’accélérer la dégradation des polluants organiques persistants ou encore de 
stimuler la phytoextraction des métaux ou la croissance des plantes hôtes en présence de 
métaux lourds (Meharg et Cairney, 2000). Il faut savoir que des souches tolérantes ou 
résistantes aux métaux peuvent être retrouvées dans les milieux contaminés comme dans les 
milieux sains (Gadd, 1993). 
Il est possible de caractériser des isolats en laboratoire afin d’évaluer leur potentiel pour la 
bioremédiation, mais cela n’assure pas nécessairement le succès de l’emploi de la souche sur 
le site contaminé (Khan et al., 2000). La tolérance des champignons ectomycorhiziens face à 
un polluant donné peut aussi varier en fonction de conditions environnementales telles que 
l’oxygénation du sol, son pH et l’humidité (Garbaye, 2013). Aussi, si un champignon 
ectomycorhizien montre une tolérance face à un polluant donné lors d’une expérience in vitro, 
sa tolérance en tant que symbiote n’est pas garantie (Colpaert et Van Assche, 1992). Il faut 
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considérer qu’un site dégradé peut contenir plusieurs co-contaminants et que les souches 
sélectionnées in vitro ne sont pas nécessairement tolérantes à tous ceux-ci (Meharg, 2003).  
1.3.4. L’hypersymbiose 
Le système racinaire de l’aulne peut être colonisé en même temps par Frankia, des 
champignons ectomycorhiziens et des champignons endomycorhiziens (Chatarpaul et al., 
1989). Le fait de pouvoir bénéficier d’associations multiples serait possiblement une stratégie 
permettant à l’hôte de se développer malgré des conditions environnementales extrêmes 
(Chatarpaul et al., 1989). Si les champignons ectomycorhiziens et endomycorhiziens peuvent 
s’associer à une même racine, c’est que les premiers colonisent surtout les racines latérales 
courtes alors que les seconds s’associent aux racines à croissance continue (Garbaye, 2013). 
Bien que les aulnes puissent bénéficier d’endomycorhizes à arbuscules tôt dans leur vie, il 
semblerait que les individus matures soient peu ou pas colonisés par les champignons 
endomycorhiziens (Chatarpaul et al., 1989). Tout au long de la vie de l’aulne, des 
champignons de ce type peuvent toutefois s’associer à celui-ci pour lui faire bénéficier de 
leurs effets (Põlme et al., 2013). 
Il existe peu de travaux concernant les interactions avec de multiples symbiotes chez l’aulne 
ou les autres plantes actinorhiziennes qui sont colonisées par Frankia de façon intracellulaire. 
Il semblerait que la seule étude s’étant penchée sur l’effet des trois microsymbiotes à la fois 
soit celle de Chatarpaul et al. en 1989. Dans leur expérience, les aulnes supportant une triple 
symbiose avaient produit plus de biomasse que les témoins non inoculés ou les plants associés 
à un ou deux symbiotes. Pour ce qui est de Frankia et des champignons ectomycorhiziens 
colonisant un même hôte, une relation synergique est attendue entre eux. D’une part, les 
mycorhizes sont en mesure d’améliorer l’acquisition des minéraux par la plante, rendant les 
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conditions plus favorables à la nodulation (Valdés, 2008). D’autre part, les changements de 
l’environnement occasionnés par Frankia pourraient être bénéfiques pour le champignon 
ectomycorhizien pour qui l’azote minéral découlant de la fixation de l’azote est plus 
facilement assimilable que l’azote organique (Smith et Read, 2008; Walker et al., 2013). Une 
étude a d’ailleurs montré que la double inoculation avec ces symbiotes était bénéfique pour 
toutes les parties. Une augmentation de la biomasse du plant et de la formation des 
ectomycorhizes avait été notée et les plants avaient un meilleur potentiel à fixer l’azote 
(Yamanaka et al., 2003). Il est même suggéré que l’établissement de la symbiose 
actinorhizienne est critique pour que les ectomycorhizes puissent se former chez les aulnes 
(Koo et al., 1995; Yamanaka et al., 2003). Concernant les interactions entre l’aulne, Frankia 
et les endomycorhizes arbusculaires, une certaine synergie peut également être attendue. C’est 
ce qui a été mis en lumière dans une étude où l’établissement de chacune des symbioses chez 
les plants doublement inoculés (Frankia + mycorhize arbusculaire) était meilleur que chez les 
plants inoculés avec l’un ou l’autre des microsymbiotes (Jha et al., 1993a). Cependant, dans 
une autre expérience réalisée avec l’aulne, la biomasse des plants inoculés avec Frankia et une 
mycorhize arbusculaire était moindre que celle du témoin non inoculé, suggérant une trop 
forte demande de photosynthétats de la part des symbiotes (Orfanoudakis et al., 2004). À 
l’opposé, dans des études où les aulnes étaient exposés à des sédiments alcalins ou à des 
résidus miniers, les plants inoculés avec Frankia et un champignon formant des mycorhizes 
arbusculaires se sont mieux développés que les plants inoculés avec un seul ou aucun de ces 
symbiotes (Lumini et al., 1994; Oliveira et al., 2005).  
Bien qu’une étude telle que celle d’Orfanoudakis et al. en 2004 puisse suggérer une 
compétition entre les symbiotes pour les photosynthétats, il n’est pas encore clair si de telles 
relations existent réellement entre Frankia et les mycobiotes chez l’aulne (Roy et al., 2007). 
Chez les plantes fixatrices d’azote en général, des effets synergiques entre la bactérie 
symbiotique et les mycorhizes arbusculaires seraient plutôt attendues dans les environnements 
limités en nutriments essentiels tels que l’azote ou le phosphore (Larimer et al., 2010). 
Également, il semblerait que l’âge de la plante puisse influencer l’effet d’une symbiose. Dans 
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l’article d’Orfanoudakis et al., il avait même été suggéré que chez les jeunes pousses, les effets 
adverses observés lors d’associations symbiotiques multiples pouvaient disparaître lorsque, au 
fil de leur croissance, celles-ci augmentaient leur capacité à acquérir les photosynthétats. Il y a 
lieu de se demander comment les ressources sont partagées et si les interactions entre les 
différents partenaires sont directes (p. ex.,  influence au niveau de la colonisation des racines) 
ou indirectes (p. ex., médiées par l’hôte) (Walker et al., 2013). 
1.4. Hypothèses et objectifs 
L’emploi des aulnes mycorhizés et actinorhizés pour la revégétalisation des résidus de la mine 
Sigma soulevait des questions d’ordre microbiologique. Il y avait lieu de se demander quel 
était l’effet individuel que chacun des microsymbiotes pouvait avoir sur les aulnes exposés 
aux résidus aurifères et si la combinaison de ces microsymbiotes pouvait influencer le 
développement et la survie de ces plants. Sachant que les relations que les microorganismes 
symbiotiques ont entre eux et avec leur hôte peuvent varier selon les conditions 
expérimentales, mais que le fait de pouvoir bénéficier d’associations multiples serait 
possiblement une stratégie favorisant le développement de l’hôte dans des environnements 
extrêmes, l’hypothèse posée était la suivante : la symbiose mycorhizienne augmentera la 
capacité des aulnes à entretenir la symbiose actinorhizienne en présence de résidus aurifères. 
Pour vérifier cette hypothèse, il fallait tout d’abord déterminer le degré de tolérance des aulnes 
aux résidus aurifères ainsi que l’effet de ces résidus aurifères sur l’établissement de la 
symbiose. Il fallait aussi déterminer quelle symbiose ou combinaison de symbioses pouvait 
promouvoir le meilleur développement chez l'aulne en présence des résidus aurifères. Un 
premier volet impliquant des aulnes poussant en conditions axéniques (volet 1) devait 
permettre d’atteindre ces objectifs. Un second volet en laboratoire se voulant plutôt 
exploratoire (volet 2) avait pour but d’évaluer quelles étaient les interactions entre les 
actinorhizes et les mycorhizes chez l’aulne exposé aux résidus aurifères et ce en déterminant, à 
l'aide d'expériences en bicompartiments, si l'établissement de la symbiose ectomycorhizienne, 
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endomycorhizienne, ou actinorhizienne était influencé par la présence préalable de l’une de 
ces symbioses.  
Il y avait aussi lieu de se demander, plus spécifiquement, si l’inoculation des aulnes avec 
Frankia et les mycorhizes lors de leur production en serre commerciale pouvait augmenter 
leur performance sur le terrain. Considérant que plusieurs expériences employant les aulnes 
inoculés à des fins de revégétalisation de sites perturbés se sont montrées fructueuses, 
l’hypothèse suivante a été posée : les aulnes vont croître sur les résidus miniers aurifères et les 
plants inoculés vont avoir la meilleure survie et le meilleur développement. Un troisième volet 
expérimental (volet 3) incluait donc des travaux terrain visant à évaluer, directement sur le site 
de la mine Sigma, la performance des aulnes qui avaient été inoculés (ou non) en serre.  
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CHAPITRE 2: EXPÉRIMENTATIONS EN LIEN AVEC LES QUESTIONS 
MICROBIOLOGIQUES SOULEVÉES PAR L’EMPLOI DES AULNES 
ACTINORHIZÉS ET MYCORHYZÉS POUR LA REVÉGÉTALISATION DES 
RÉSIDUS AURIFÈRES DE LA MINE SIGMA 
2.1. Mise en contexte 
L’exploitation minière est l’une des activités humaines qui génère le plus de déchets. Une très 
grande proportion de ceux-ci est rejetée sous forme d’une boue liquide contenant le minerai 
concassé (Lottermoser, 2007). Cette boue est pompée vers de gigantesques bassins, dans un 
parc à résidus. La portion liquide de la boue aura tendance à s’accumuler au centre des bassins 
alors que les résidus fins s’assècheront, devenant plus susceptibles d’être balayés par le vent. 
Au Québec, il est obligatoire pour les exploitants de sites miniers de présenter un plan de 
réhabilitation avant même le début des travaux pour savoir ce qu’il adviendra du site après sa 
fermeture. Ce plan doit inclure une mise en végétation ayant pour but de redonner au site un 
aspect plus naturel et de limiter la dispersion des contaminants (Ministère des Ressources 
naturelles, 2001). La mine Sigma, à Val-d’Or, a fermé en 2012. Il était impératif de tenter 
d’implanter des végétaux sur les résidus fins à faible teneur en matière organique et en 
nutriments s’y étant entassés pendant de nombreuses années. L’aulne apparaissait comme un 
bon candidat pour la revégétalisation. Il peut bénéficier de symbioses avec des champignons 
endomycorhiziens et ectomycorhiziens ainsi qu’avec Frankia, une bactérie fixatrice d’azote 
(Roy et al., 2007). Les interactions entre ces microsymbiotes varient en fonction des 
conditions environnementales, mais elles sont reconnues comme étant bénéfiques pour l’aulne 
s’implantant dans un substrat faible en nutriments  (Chatarpaul et al., 1989). Afin de 
déterminer l’effet individuel que chacun de ces symbiotes pouvait avoir sur les aulnes exposés 
aux résidus aurifères, des tests en conditions axéniques ont été réalisés. Ces tests devaient 
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aussi permettre d’évaluer si la combinaison de ces microorganismes pouvait avoir un impact 
sur la croissance et la survie des aulnes.  Des tests en dispositifs bicompartimentés ont été faits 
en parallèle afin d’évaluer si la présence préalable de l’un des symbiotes pouvait influencer 
l’établissement d’une seconde symbiose chez l’aulne. La littérature actuelle n’indique pas 
clairement si des relations de compétition ou de synergie existent entre les microsymbiotes 
(Roy et al., 2007). Cette expérimentation en conditions contrôlées devait permettre d’évaluer 
les relations entre les symbiotes chez les jeunes aulnes exposés aux résidus aurifères. Les 
informations obtenues en laboratoire sont complémentaires à des expériences sur le terrain : 
elles sont nécessaires pour mieux comprendre comment les jeunes plantules doivent être 
préparées avant d’être implantées sur le site minier à revégétaliser. 
2.2. Matériel et méthodes 
2.2.1. Substrat pour la culture des plants 
Des résidus aurifères ont été récoltés en 2012 sur le site de la mine Sigma (Val-d’Or, Québec) 
et du sable (sable de jeu, Les Produits Jardiniers QUALI-GROW Garden Products Inc., 
L’Orignal, ON, Canada) a été acheté dans une quincaillerie. L’analyse chimique de ces 
substrats a été faite par des laboratoires externes (Agridirect, Longueuil, QC, Canada et 
Maxxam Analytics, Québec, QC, Canada). Les résultats sont présentés dans le tableau 1. 
Lors du premier volet expérimental, des résidus aurifères seuls,  un mélange sable:résidus 
aurifères (1:1) ou du sable seul ont été employés comme substrats de croissance. Dans tous les 
cas, de la perlite était ajoutée à ces substrats de façon à améliorer leur structure (proportion 
équivalente à 20% du volume final). Les mélanges préparés ont été transférés dans des pots 
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Magenta
®
 (#C906, Phytotechnology laboratories, Shawnee Mission, KS, États-Unis) et ont été 
recouverts d’une fine couche de perlite broyée de façon à refléter la lumière et tenter de 
réduire les pertes d’humidité du substrat. Ces pots Magenta® ont été placés dans des bacs de 
polycarbonate de 46,72x66,04x38,10 cm (RUB3301, Després Laporte, Sherbrooke, Qc, 
Canada  
Tableau 1 : Propriétés du sable et des résidus aurifères  
 
Paramètres  
physico-chimiques 
Sable                     
séché 
Résidus                              
aurifères                   
séchés 
CEC
a
 estimée 1,6 meq
b
/100g 18,6 meq/100g 
pH eau (1:1) 6,0 7,5 
pH tampon 7,3 ≥7,5 
Indice en chaux 73 ≥75 
Matière organique ≤ 0,3% ≤ 0,3% 
Éléments     
Azote total Kjeldahl* 61 ppm ND
c 
Nitrate et nitrites* < 1 ppm 1 
Ca ≤ 1 ppmd 658 ppm 
P ≤ 1 ppm ≤ 0,20 ppm 
Al 280 ppm ≤ 0,25 ppm 
K ≤ 1 ppm ≤ 12,5 ppm 
Mg ≤ 1 ppm 23,6 ppm 
Zn 0,01 ppm 0,04 ppm 
Cu 0,01 ppm 0,05 ppm 
Mn 0,47 ppm 0,21ppm 
B ≤ 0,1 ppm  0,07 ppm 
Fe 61 ppm 0,21 ppm 
S* < 0,01 ppm 3200 ppm 
Granulométrie     
Argile 1,6% 6,5% 
Limon 3,3% 23,4% 
Sable 95,1% 70,1% 
Classe texturale Sable Loam sableux 
 
a
CEC : capacité d’échange cationique. bmeq : milliéquivalent. cND : non détecté. dppm : partie 
par million. *Analyses réalisées chez Maxxam.  
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Canada) comportant deux ouvertures (5 cm de diamètre) recouvertes de membranes     
MilliWrap à porosité de 0.22 µm (Millipore Corporation, Bedford, MA, États-Unis). Ces 
membranes permettaient la circulation de l’air tout en préservant l’asepsie du contenu du bac 
(Bélanger, P.A. et al., 2011). Le contenu de chaque pot Magenta
®
 a été humidifié avec 30 mL
d’une solution de Hoagland à 0,1 X (Xiong et al., 2006) avec supplément de 5 ppm d’azote 
(sous forme de KNO3) (Bélanger et al., 2011a). Ces bacs contenant les pots Magenta
®
 ont
ensuite été recouverts d’aluminium puis stérilisés deux fois à la chaleur humide (cycles de 
45 minutes à 121 °C) et ce, à 24 h d’intervalle. Des couvercles de polycarbonate (RUB3502, 
Després Laporte, Sherbrooke, Qc, Canada) pour les bacs ont aussi été préparés. Ils ont été 
autoclavés une fois à la chaleur humide (cycle de 30 minutes à 121 °C). 
Lors du second volet expérimental, seul le mélange sable:résidus aurifères (1:1) a servi de 
substrat. De la perlite a été ajoutée à ce mélange dans une proportion équivalente à 20 % du 
volume final. Le substrat de croissance a ensuite été transféré vers des dispositifs 
bicompartimentés ayant une cloison centrale étanche. Ce substrat a été recouvert d’une fine 
couche de perlite. Ces dispositifs ont ensuite été transférés dans les bacs en polycarbonate 
décrits précédemment. Le contenu de chacune des chambres des dispositifs a été humidifié 
avec 15 mL de la solution de Hoagland à 0,1 X avec supplément de 5 ppm d’azote avant que 
les bacs ne soient stérilisés tel que cela a été décrit précédemment pour les bacs du volet 1. 
Des couvercles ont aussi été prévus, tel que mentionné dans l’expérience du volet 1. 
2.2.2. Plan expérimental et préparation des plants et des inocula 
Sauf avis contraire, les manipulations ont été effectuées sous l’enceinte de sécurité biologique 
de niveau 2. Un résumé du plan expérimental pour chacun des volets est présenté sous forme 
de tableaux (tableaux 2 et 3).  
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Tableau 2 : Détails expérimentaux concernant le premier volet du projet 
 
  
 
Inoculation 
Nombre 
de bacs 
Pots avec 
sable 
 (par bac) 
Pots avec 
mélange 
sable:résidus 
(par bac) 
Pots avec 
résidus 
aurifères 
(par bac) 
Nombre de 
plantules 
d’aulnes  
par pot 
Conditions       
1 AM
a
+ECM
b
+Frankia
c
 2 3 3 3 2 
2 AM+ECM 2 3 3 3 2 
3 AM+Frankia
 
2 3 3 3 2 
4 AM 2 3 3 3 2 
5 ECM+Frankia
 
2 3 3 3 2 
6 ECM 2 3 3 3 2 
7 Frankia
 
2 3 3 3 2 
8 Aucune inoculation 2 3 3 3 2 
 
a
AM : champignon endomycorhizien (Rhizophagus irregulare), 
b
ECM: champignon ectomycorhizien (Paxillus involutus), 
c
Frankia 
sp. souche AvcI1  
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Tableau 3 : Détails expérimentaux concernant le second volet du projet 
Nombre 
de bacs 
Nombre de 
dispositifs
bicompartimentés 
Inoculation 
compartiment 1 
Inoculation 
compartiment 2 
Conditions 
1 1 8 Frankia Frankia
a
2 1 8 Frankia AM
b
3 1 8 Frankia ECM
c
4 1 8 Frankia Aucune inoculation 
5 1 8 ECM Frankia 
6 1 8 ECM AM 
7 1 8 ECM ECM 
8 1 8 ECM Aucune inoculation 
9 1 8 AM Frankia 
10 1 8 AM AM 
11 1 8 AM ECM 
12 1 8 AM Aucune inoculation 
13 1 8 Aucune inoculation Frankia 
14 1 8 Aucune inoculation AM 
15 1 8 Aucune inoculation ECM 
16 1 8 Aucune inoculation Aucune inoculation 
a
 Frankia sp. souche AvcI, 
 b
 AM : champignon endomycorhizien (Rhizophagus irregulare), 
c
ECM : champignon endomycorhizien (Paxillus involutus) 
2.2.2.1. Stérilisation et germination des graines 
Les graines de Alnus viridis (Chaix) DC. ssp. crispa (lot 8421717.0) et de Alnus incana (L.) 
Moench ssp. rugosa (lot 8421683.0) ont été fournies par le Centre national de semences 
forestières (Frédéricton, NB, Canada) et ont été conservées à -20 °C jusqu’à utilisation. Les 
graines des deux espèces ont été employées pour le premier volet expérimental alors que ce 
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sont uniquement les graines de A. rugosa qui ont été utilisées pour le second volet. Sous la 
hotte chimique, les graines viables ont été séparées des graines non viables grâce à une 
technique de discrimination employant l’hexanes (Bélanger et al., 2011a). Les graines de 
A. rugosa ont ensuite été stérilisées en surface tel que décrit par Bélanger et al., 2011. Il en va 
de même pour les graines de A. crispa, sauf pour cette modification : elles ont été traitées 
5 minutes au H2O2 20 % plutôt que 20 minutes au H2O2 30 %. Après 24 h de stratification à 
4 °C dans l’eau stérile, les étapes du protocole de stérilisation ont été répétées une seconde 
fois. Les graines stérilisées ont ensuite été transférées sur milieu de germination (pour 1 L: 
25 g sucrose; 4,3 g du mélange de sels basal de Murashige et Skoog (No. 2623020 et 2623022, 
MP Biomedicals, Fountain Parkway, OH, États-Unis); 0,6 g CaCl22H2O; 0,2 g 
MgSO42H2O; 3 g Gelzan
™
 CM Gelrite
®
 (No. G1910 Sigma-Aldrich Corporation, Saint-
Louis, MO, États-Unis), pH 5,7. 1 mL solution de vitamines de Gamborg (Gamborg et al., 
1968) 1000 X (No. G1019, Sigma-Aldrich Corporation, Saint-Louis, MO, Etats-Unis) a été 
ajouté pour chaque litre de milieu après l’autoclave.). Les boîtes de Pétri contenant le milieu 
de germination ont été scellées avec de la membrane enveloppante Parafilm M® PM999, puis 
placées en plantarium sur des surfaces  inclinées à 45° pour une période de 4 à 5 semaines. Le 
cycle d’éclairage était de 16 h de clarté (22°C) et 8 h d’obscurité (18°C) et l’humidité était de 
70 %. Les boîtes de Pétri contenant les graines de A. rugosa ont été placées de façon à recevoir 
de 500 à 600 moles·photons·m2s-1 alors que celles qui contenaient les graines de A. crispa 
ont été placées de façon à recevoir de 250 à 500 moles·photons·m2s-1. 
 
 
2.2.2.2. Culture des plants 
 
 
Lorsque les pousses sur milieu de germination avaient atteint le stade de développement de 1 à 
3 feuilles (4 semaines suivant la mise sur Pétri pour les pousses de A. rugosa ; 5 semaines pour 
les pousses de A. crispa), elles ont été transférées vers un nouvelle matrice. Dans le cas du 
premier volet expérimental, ce transfert s’est fait directement vers les pots Magenta® 
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contenant les différents substrats décrits dans la section 1.2.1. Dans le cas des plants du second 
volet expérimental, les pousses ont été transférées vers des tubes de verre (20 x 100 mm) 
contenant 15 mL de milieu de germination préparé tel que décrit précédemment. Ces tubes ont 
été placés dans des supports à l’intérieur de bacs en polycarbonate. Les pousses y sont restées 
pendant 6 semaines de façon à ce que leurs racines puissent se développer avant le transfert 
dans les dispositifs bicompartimentés. Le système racinaire a alors été réparti de chaque côté 
de la cloison centrale de ces dispositifs.  
Dans tous les cas, les bacs ont été placés dans un plantarium de façon à ce que les plants 
reçoivent de 200 à 600 moles·photons·m2s-1. Une fois en pots Magenta® ou en dispositifs
bicompartimentés, les plants ont été arrosés de façons hebdomadaire avec la solution de 
Hoagland 0,1 X supplémentée en azote à 5 ppm. La quantité de solution d’arrosage 
administrée a varié selon les besoins des plants. Lors de chaque arrosage, les bacs ont été 
déplacés de façon à ce que la luminosité n’introduise pas de biais dans leur développement. 
Pour le premier volet expérimental, comme les plants de certaines conditions poussaient 
beaucoup plus vite que d’autres, il a fallu augmenter la hauteur disponible dans les bacs. Cela 
a été fait en remplaçant chaque couvercle par un bac ayant été stérilisé (bac identique à celui 
contenant les pots Magentas
®
). Dans le cas des bacs contenant les plants de A. rugosa, le
remplacement du couvercle a été fait 15 semaines après le transfert des plants en bacs alors 
que dans le cas des bacs contenant des plants de A. crispa, ce remplacement a été fait après 14 
semaines en bacs.   
2.2.2.3. Préparation des inocula et inoculation 
Les plants du premier volet expérimental ont été inoculés lorsqu’ils ont atteint le stade 4 à 6 
feuilles. Lorsque plusieurs microorganismes devaient être livrés en même temps au col des 
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plants d’une même condition (voir tableau 2), ils ont été combinés en une même suspension. 
Les plants du second volet expérimental ont été inoculés une première fois (compartiment 1) 
4 semaines après leur transfert en dispositifs bicompartimentés et une seconde fois 
(compartiment 2) 4 semaines après la première inoculation. Dans tous les cas (premier et 
second volet), un volume de 6 mL d’inoculum a été livré pour chaque plant. 
La souche Frankia sp AvcI1 (Baker et al., 1979) a été cultivée dans du milieu BAPS tel que 
décrit par Bélanger et al. (2011a). Des cultures de deux semaines ont été employées afin de 
préparer l’inoculum. Leur viabilité a été évaluée par microscopie avec le colorant 
LIVE/DEAD
®
 BacLight
TM
 (No. L13152, Invitrogen, Carlsbad, CA, États-Unis). Les cultures
ont d’abord été centrifugées (10 min, 3434 xg, 4°C) puis le culot a été lavé deux fois avec de 
la saline stérile (NaCl 0,85% p/v). Il a ensuite été remis en suspension dans un volume 
minimal de saline avant d’être homogénéisé à l'aide d'une seringue de 10 mL à embout Luer-
Lok
TM
 (BD, Franklin Lakes, NJ, États-Unis) et d'une aiguille de 18G 1½ (Bélanger et al.,
2011b). Des volumes de cet homogénat ont ensuite été transférées vers des microtubes stériles 
gradués qui ont été centrifugés (10 min, 3500 xg, 4°C) afin d’obtenir des culots. Cette 
opération a été répétée jusqu’à l’obtention d’un volume prédéterminé de culot (en µL). Les 
culots ont ensuite été mis en suspension dans une solution de Hoagland 0,1 X stérile avec 
ajout de 5 ppm d’azote. La concentration en volume de culot (µL) par mL de cette suspension 
avait été calculée de façon à ce que chaque plant reçoive 10 µL de culot de Frankia dans un 
volume de 6 mL. Dans la littérature, ces volumes de culot sont désignés «packed cell volume» 
(PCV). 
Pour chacun des deux volet expérimentaux, la souche de Paxillus involutus 2.9 (UAMH8235) 
(Kernaghan et al., 2002) a été employée. Elle a d’abord été cultivée sur agar Melin-Nokrans 
(MNM) selon la recette de Marx (Marx, 1969) avec les modifications suivantes : 5 g/L de 
phosphate de monoammonium ont été employés plutôt que les 5 g/L de phosphate de 
diammonium et la source de fer était une solution de citrate ferrique 1 % (3 mL/L) plutôt 
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qu’une solution de FeCl3 1 % (1,2 mL/L). Les hyphes produits sur MNM ont servi d’inoculum 
pour des cultures en milieu MNM liquide (pour 1L :0,066 g CaCl2•2H2O; 0,025 g NaCl; 0,5 g 
KH2PO4; 0,25 g de NH4H2PO4 (No. A684-500, Fisher Scientific, Waltham, MA, États-Unis); 
0,15 g MgSO4•7H2O; 3 mL citrate ferrique 1 % ; 0,00625 µg/L thiamine ; 5 g dextrose, pH 
5,5. De l’agar recouvert d’hyphes a été trituré et transféré vers le milieu liquide (environ 4 cm2 
d’agar pour 200 mL de milieu dans un erlenmeyer de 500 mL contenant quelques fragments 
de verre). Les cultures en erlenmeyer ont été agitées pendant 1 semaine (150 rpm, T° pièce). 
Les cultures ont ensuite reposé à T° pièce pendant 4 à 6 semaines et elles ont été agitées 
manuellement, à l’occasion. 1 semaine avant la préparation de l’inoculum, les hyphes ont été 
récoltés. Après centrifugation (10 min, 4000 rpm, 4°C), le culot a été lavé deux fois avec de la 
saline stérile (NaCl 0,85% p/v). Il était ensuite remis en suspension dans un volume de milieu 
MNM avant d’être homogénéisé à l'aide d’un malaxeur (Modèle 58130R à 8 vitesses de 
Proctor Silex
®
, Picton, ON, Canada). Pour ce faire, la culture a été transférée vers des pots 
Masson de 500 mL contenant du milieu MNM liquide. Avant leur stérilisation, ces pots 
Masson ont été surmontés de lames et d’adaptateurs compatibles avec ce malaxeur (Hamilton 
Beach, Picton, ON, Canada). La suspension a été broyée 3 fois (pendant 10 secondes, 5 
secondes et 5 secondes) à vitesse 3. Entre chaque traitement, une période d’attente d’environ 1 
à 2 minutes a permis aux hyphes de se déposer près de la lame. Les hyphes et le MNM ont 
ensuite été transférés vers des erlenmeyers stériles. La veille de l’inoculation, les hyphes ont 
été récoltés puis lavés à la saline tel que décrit précédemment. Les culots ont ensuite été 
suspendus dans environ 250 mL de la solution de Hoagland 0,1 X avec supplément de 5 ppm 
d’azote. Un volume connu de cette suspension (de 10 à 20 mL) a été récupéré puis traité par 
sonification (sonificateur (modèle VCX 130 PB Sonics Vibracell
TM
, Sonics and Materials Inc., 
Newtown, CT, Etats-Unis) muni d’un convertisseur (modèle CV188, Sonics and Materials 
Inc., Newtown, CT, Etats-Unis ). La suspension a subi 3 traitements de 30 secondes aux 
ultrasons (vibrations d’amplitude 99%) entrecoupés de période de 20 secondes sur glace. Un 
dosage protéique de cette préparation a ensuite être fait tel que décrit par (Bélanger et al., 
2011b). La suspension d’hyphes broyés a été conservée à 4°C pendant une nuit puis diluée 
avec du Hoagland’s 0,1 X avec supplément de 5 ppm d’azote au moment de l’inoculation de 
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façon à ce que chaque plant reçoive une quantité d’inoculum fongique correspondant à 100 µg 
de protéines. 
 
 
Une suspension de spores de Rhizophagus irregulare (40 propagules/mL), un champignon 
endomycorhizien, a été fournie par Solutions BioΣyneterra Inc. (L’Assomption, QC, Canada). 
Il est à noter que l’identité de la souche a été gardée secrète. Chaque plant a été inoculé avec 
un volume de 6 mL d’une préparation qui avait été diluée de façon à ce que chaque plant 
reçoive 200 propagules. Il est à noter que pour le second volet expérimental, la suspension 
fournie s’est révélée être contaminée par Pseudomonas sp. grâce à une analyse d’une séquence 
partielle d’ADN ribosomal 16S. 
 
 
2.2.3. Récolte et analyse des plants 
 
 
Environ 5 mois après leur inoculation, les plants d’aulnes du volet 1 ont été sacrifiés. Pour les 
plants du volet 2, ce sacrifice a été fait 3 mois et demi après l’inoculation du compartiment 1. 
La hauteur, le diamètre au col et le poids sec aérien de chacun d’eux ont été mesurés. Le poids 
sec racinaire a été noté pour presque tous les plants, sauf ceux qui devaient être traités pour 
évaluation de la formation d’endomycorhizes (la méthode employée pour cette évaluation est 
destructive). 
 
2.2.3.1. Évaluation de la colonisation par les champignons ectomycorhiziens 
 
 
Pour  chaque condition comportant une inoculation avec P. involutus, trois racines ont été 
conservées pour une éventuelle évaluation de la formation d’ectomycorhizes. Ces racines ont 
été placées dans des sacs Ziploc
®
 à l’intérieur desquels elles ont été enfouies dans une partie 
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du substrat où elles avaient poussé. Elles ont été entreposées ainsi à 4 °C pendant une semaine. 
Avant l’observation, elles ont été rincées à l’eau du robinet de façon à retirer le substrat ayant 
adhéré en leur surface. La plupart des systèmes racinaires ont été coupés en segments de 2 à 4 
cm, mais certains segments de moins de 1 cm ont dû être conservés pour les plus petits 
systèmes racinaires. Une fois le système racinaire ainsi disséqué, les fragments ont été placés 
dans une boîte de Pétri rempli d’eau du robinet. Ils ont ensuite été prélevés un à la fois de 
façon aléatoire pour une observation de la colonisation des racines à la loupe binoculaire 
(modèle Wild M3B de Leica Microsystems Inc., ON, Canada dans le cas des racines du 
premier volet expérimental (expérience en Magentas® visant à tester différentes combinaisons 
de symbiotes) et modèle SMZ-1B de Nikon, Tokyo, Japon, dans le cas des racines du second 
volet expérimental (expérience en dispositifs bi-compartimentés visant à évaluer les 
interactions entre les symbiotes). Pour qu’une racine soit considérée comme étant mycorhizée 
par Paxillus involutus, un manteau blanc ou brun-doré devait être observé sur les racines 
courtes qui pouvaient demeurer simples et s’allonger ou bien former des embranchements 
(Molina, 1981). Lorsque possible, au moins 100 racines courtes ont été observées afin de 
pouvoir déterminer un pourcentage de colonisation du système racinaire. 
 
 
2.2.3.2. Évaluation de la colonisation par les champignons endomycorhiziens 
 
 
Pour chaque condition comportant une inoculation avec R. irregulare, trois racines ont été 
rincées à l’eau du robinet de façon à retirer le substrat ayant adhéré en leur surface. Elles ont 
été placées dans un mélange éthanol:eau (1:1) et ont été conservées à 4°C pendant 3 semaines 
(racines obtenues lors du volet 1 du projet) ou 2 semaines (racines obtenues lors du second 
volet du projet). Après cet entreposage, les racines ont été préparées pour les observations au 
microscope. Elles ont d’abord été disséquées en segments de 1 à 3 cm. Seuls les fragments les 
plus fins ont été conservés : des sous-échantillons de moins de 1 g placés dans des béchers de 
50 mL ont subi les étapes d’éclaircissement et de coloration au micro-onde (Dalpé et Séguin, 
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2013). L’appareil employé lors de ces manipulations était un micro-onde domestique 
(Panasonic, modèle NN-H765, 2450MHz, 1200 W). 15 mL de KOH 10 % ont été versés dans 
les béchers contenant les racines pour l’étape d’éclaircissement qui visait à débarrasser les 
racines de leurs composés phénoliques (Brundrett et al., 1996). Les racines ont ensuite été 
chauffées 30 secondes à puissance 10 (la plus élevée). Ce traitement pouvait être repris 
jusqu’à 12 fois pour un même échantillon, mais il devait y avoir une période de 
refroidissement d’au moins 10 minutes entre chaque répétition. Toutefois, après 4 traitements 
du genre, les racines devaient être rincées à l’eau du robinet et la solution de KOH devait être 
changée. Le nombre de traitements requis pour chaque échantillon dépendait de la coloration 
du KOH 10% : lorsque celui-ci ne se colorait plus en brun ou en jaune, cela indiquait que les 
racines avaient bien été décolorées. Après 12 traitements au KOH 10%, les racines n’ayant pas 
encore été décolorées ont subi le même traitement, mais avec du KOH 20%. Pour retirer les 
composés phénoliques qui restaient après cette étape d’éclaircissement, les échantillons ont été 
rincés à l’eau du robinet puis ont été recouverts de 15 mL d’une solution alcaline de peroxyde 
d’hydrogène (4,5 mL NH4OH 30%; 5 mL H2O2 30%; 740,5 mL H2O du robinet). Ils ont 
ensuite été soumis à un maximum de 4 traitements de 30 secondes, puissance maximale au 
micro-onde (avec refroidissement entre les traitements). Les racines ont par la suite été rincées 
3 fois à l’eau du robinet puis recouvertes d’une solution d’acide acétique 15 % pendant 
20 minutes. L’acide acétique a été retiré puis les racines ont été recouvertes de 15 mL de 
solution de coloration à la fuchsine (874 mL acide lactique; 63 mL glycérine; 63mL H2O du 
robinet; 0,1 g acide fuchsine). Les échantillons ont ensuite subi deux traitements au micro-
onde à puissance maximale. Les racines obtenues lors du volet 2 du projet ont été chauffées 
pendant 30 secondes, mais puisque la solution de coloration a bouilli pour certains 
échantillons, le temps de traitement a été réduit à 20 secondes pour les échantillons du volet 1. 
Pour la décoloration, il suffisait de transférer les racines dans des tubes de 15 mL contenant 10 
mL de solution de décoloration (874 mL acide lactique; 63 mL glycérine; 63mL H2O du 
robinet). Des lames de microscope (no. 12-550-15, Fisher Scientific, Waltham, MA, États-
Unis) ont ensuite été préparées en plaçant, si possible, 8 rangées parallèles de fragments 
racinaires dans le sens de la longueur. Les lamelles 60X22 mm (no.12-544-G, Fisher 
Scientific, Waltham, MA, États-Unis) ont ensuite été montées en employant une solution de 
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sucrose à 60 %. Le pourcentage de colonisation a ensuite été évalué en employant la méthode 
des intersections amplifiées (McGonigle et al., 1990). Cette manipulation s’est effectuée à un 
grossissement de 100 X alors que dans l’article original, les observations étaient faites avec un 
grossissement de 200 X. Un microscope de marque Bausch & Lomb (Rochester, NY, États-
Unis) a été employé dans le cas des racines du premier volet expérimental et un microscope de 
modèle Alphaphoto 2 YS2, (Nikon, Tokyo, Japon) a été employé dans le cas des racines du 
second volet expérimental. 
2.2.3.3. Test de réduction à l’acétylène 
Afin d’évaluer l’activité de la nitrogénase, des tests de réduction de l’acétylène  ont été faits 
(Jean et al., 2013). Pour le premier volet expérimental, ce sont 3 plants par condition 
d’inoculation et par substrat de croissance qui ont été testés. Les racines de plants inoculés 
avec des champignons mycorhiziens seulement ont aussi subi ce test afin de s’assurer que ces 
champignons n’étaient pas responsables d’une partie du phénomène de réduction de 
l’acétylène dans les conditions d’inoculation multiple comprenant Frankia AvcI1 et des 
champignons mycorhiziens. Pour le second volet expérimental, seuls les plants ayant été 
inoculés avec Frankia AvcI1 dans l’un ou l’autre des compartiments ont été sujets à ces tests. 
3 moitiés de systèmes racinaires ayant été inoculées avec Frankia AvcI1 pour les conditions 1, 
2, 3, 4, 5, 9 et 13 (conditions décrites dans le tableau 3) ont été testées. Pour vérifier si 
l’inoculation avec les champignons mycorhiziens pouvait donner un signal et, le cas échéant, 
savoir si celui-ci différait dépendamment du moment de l’inoculation, 3 moitiés de systèmes 
racinaires inoculées avec ces champignons ont aussi été testées pour les conditions 2, 3, 5 et 9 
(voir tableau 3). 
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Au moins deux heures après le début de la période d’éclairage au plantarium, chaque plant 
destiné au test de réduction de l’acétylène a été sorti de son pot Magenta®. Son système
racinaire a été bien rincé à l’eau du robinet puis il a été transféré vers un pot Masson de 
250 mL. 3mL de la solution de Hoagland 0.1 X avec supplément de 5 ppm d’azote a été ajouté 
à chaque pot pour éviter que les racines ne se dessèchent. Le couvercle du pot Masson avait 
été troué au préalable afin qu’un septum (no. 2047-11600, Bellco Glass, Vineland, NJ, États-
Unis) puisse y être inséré. Le joint d’étanchéité de chacun de ces couvercle a été humidifié 
avant de fermer les pots. De l’acétylène a ensuite ensuite été synthétisé en mélangeant du 
carbure de calcium à de l’eau milliQ dans des sacs pour gaz (No. D1075018, Saint-Gobain 
Performance Plastics, Valley Ford, PA, États-Unis). 25 mL de cet acétylène a été injecté dans 
chaque pot Masson afin que la concentration en acétylène dans les pots atteigne 10%. Après 
2h, 4h et 6h, des prélèvements gazeux de 9 mL ont été transférés vers des fioles de 9 mL 
vidées de leur air à l’aide d’une seringue (no. 223695, Wheaton Science Products, Millville, 
NJ, États-Unis) scellées avec un septum (no. C4020-30, Thermo Scientific, Waltham, MA, 
États-Unis) maintenu en place par un anneau en aluminium (no.224193-01, Wheaton Science 
Products, Millville, NJ, États-Unis).  
À chaque journée où des tests de réduction de l’acétylène étaient faits, des témoins et des 
blancs de méthode ont été prévus. Les témoins étaient des racines ayant été inoculées avec 
Frankia AvcI1 et incubées sans acétylène ainsi que des racines non inoculées et incubées sans 
acétylène. À titre de blanc, des racines non inoculées ont été incubées en présence d’acétylène. 
Un pot vide avec ajout d’acétylène a aussi servi de blanc. Pour chaque type de témoin et de 
blanc, une racine par substrat de culture a été employée. Normalement, il aurait aussi fallu 
prévoir un pot sans acétylène pour savoir si les constituants de ce pot (par exemple, le septum) 
pouvaient dégager de l’éthylène, mais puisque cette analyse avait été faite plusieurs fois 
auparavant et qu’aucun éthylène n’avait été détecté, il a été jugé inutile de refaire cette 
analyse. 
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L’éthylène contenu dans les fioles a été dosé grâce au système de chromatographie en phase 
gazeuse GC-8A (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD, États-Unis). Le 
chromatographe était muni d’un détecteur à ionisation de flamme et d’une colonne Supelco®
(No. 01282011, Sigma-Aldrich Corporation, Saint-Louis, MO, États-Unis). À chaque journée 
où l’appareil a été employé, des courbes de calibration ont été faites à partir d’étalons 
d’éthylène (Air Liquide America Specialty Gases LLC, Plumsteadville, PA, États-Unis). Les 
valeurs des étalons allaient normalement de 1 à 50 ppm d’azote, mais s’il était nécessaire (en 
raison d’échantillons à haute teneur en éthylène), des étalons de 100, 200, 500, 800 ou 
1000 ppm d’éthylène étaient aussi préparés. Pour chaque échantillon, les prélèvements 
effectués au fil du temps ont permis de calculer la pente (ppm d’éthylène/min). Cette valeur a 
ensuite été convertie en nmol d’étylène/min puis exprimée en fonction de la masse racinaire. 
La limite de détection de l’éthylène dans les échantillons était de 8-10 ppm. 
2.2.4. Analyses statistiques 
Des analyses de tableau de séquence avec modèle linéaire (analyse de variance) ainsi que des 
analyses de tableau de contingence (test du khi-deux) ont été réalisées avec le programme 
JMP
®
 Statistical Discovery
TM
 (version 11.1.1, SAS Institute Inc, Cary, NC, États-Unis).
Dans le volet 1, les analyses de tableau de séquence ont été effectuées afin d’évaluer si le 
substrat et/ou l’inoculum avaient un effet sur la biomasse des plants et sur leur ratio de 
biomasse aérien/racinaire. Puisque l’unité expérimentale était un pot Magenta® contenant 2 
plants, la somme de biomasse et la moyenne du ratio aérien/racinaire étaient employées pour 
réaliser les analyses statistiques. Pour respecter la condition d’homocédasticité, les valeurs de 
biomasse ont subi la transformation de Box Cox alors que les valeurs de ratios 
aérien/racinaires ont été transformées en logarithmes. Dans le volet 2 (expériences en pots bi-
compartimentés), les analyses de tableau de séquence ont été effectuées afin d’évaluer si une 
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inoculation dans l’un ou l’autre des compartiments pouvait influencer l’allocation de la 
biomasse nodulaire ou la moyenne du nombre de nodules par compartiment. Ces données 
n’ont pas été transformées puisqu’elles respectaient la condition d’homocédasticité. Pour le 
volet 1 comme pour le volet 2, les tests d’ANOVA ont été suivis du test de Student ou du test 
HSD de Tukey. 
 
Dans le volet 1 et le volet 2, les analyses de tableau de contingence ont été employées afin de 
déterminer si le substrat ou l’inoculum avaient un effet sur la survie des plants ou sur la 
présence de nodules. Pour que ces tests de khi-deux soient valables, moins de 20% des cellules 
du tableau devaient avoir une valeur attendue de 5. 
 
 
2.3. Résultats 
 
 
2.3.1. Détermination du degré de tolérance des aulnes du volet 1 face aux résidus 
aurifères ainsi que l’effet de ces résidus aurifères sur l’établissement de la symbiose 
 
 
2.3.1.1. Survie 
 
 
Pour les plants du volet 1, le substrat a eu un effet sur la survie des plants de A. crispa (voir 
figure 2). Un test de khi-deux a révèlé que les plants ayant poussé en présence des résidus 
aurifères seulement ont significativement moins bien survécu que les plants en présence du 
mélange sable:résidus aurifères (1:1) ou en sable seul. Selon les analyses de tableau de 
séquence, aucune variable expérimentale n’a influencé la survie des plants de A. rugosa 
(résultats non montrés).  
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Figure 2: Influence du substrat sur la survie des plants de A. crispa du volet expérimental 
1. Le symbole «+» indique qu’il y avait significativement plus de plants morts parmi ceux
qui ont poussé en résidus aurifères que parmi ceux qui ont poussé dans les autres 
substrats (selon un test de khi-deux à deux degrés de liberté. X
2
= 45,303 et p< 0,0001).
a
RA : résidus aurifères. 
2.3.1.2. Effet du substrat sur la production de biomasse 
Le substrat a eu une influence sur la production de biomasse des plants, que ceux-ci soient 
inoculés ou non avec Frankia (voir figure 3). Pour A. crispa, la production de biomasse des 
plants poussant dans les résidus aurifères était toujours significativement moins importante 
que celle des plants poussant dans le substrat sable:résidus aurifères, qui elle-même était 
toujours significativement moins importante que celle des plants poussant dans le sable. Chez 
les plants non inoculés de A. rugosa, la différence entre la production de biomasse des plants 
en sable et des plants en sable:RA (1:1) n’était pas marquée de façon significative, mais la 
biomasse des plants en RA était significativement plus petite que celle des plants poussant 
dans les deux autres substrats. Lorsque les plants de A. rugosa étaient inoculés avec Frankia, 
la biomasse des plants poussant en sable:RA (1:1) ou en RA était significativement plus petite 
que celle des aulnes poussant en sable. 
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Figure 3 : Influence du substrat sur la biomasse des plants d’aulnes ayant été inoculés ou 
non avec Frankia. Ce sont les biomasses sèches moyennes avec leur écart-type qui sont 
représentés. Les moyennes qui ne sont pas associées à la même lettre sont 
significativement différentes selon un test de Tukey (ici, p< 0,0001 dans tous les cas). 
 
 
2.3.1.3. Évaluation de la mycorhization par Paxillus involutus et Rhizophagus irregulare 
 
 
Aucun plant mycorhizé n’a pu être observé et ce, peu importe le substrat dans lequel les plants 
ont poussé. 
 
 
2.3.1.4. Colonisation par Frankia 
 
 
Des nodules se sont développés chez tous les aulnes crispés et les aulnes rugueux poussant 
dans le substrat de sable  et ayant  été inoculés avec Frankia. Pour chacune des deux  espèces 
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végétales, des tests de khi-deux ont révélé que le substrat a eu un effet significatif sur la 
colonisation par Frankia (voir figure 4). Pour les aulnes crispés comme pour les aulnes 
rugueux, l’exposition aux résidus aurifères seuls a augmenté la fréquence des plants sans 
nodule de manière significative. Chez l’aulne crispé, le mélange sable:résidus aurifères a eu un 
effet négatif significatif sur la fréquence de la nodulation. Pour l’aulne rugueux, la fréquence 
des plants ayant développé des nodules dans ce substrat respectait une distribution 
correspondant au profil moyen.  
 
 
 
 
Figure 4 : Influence du substrat sur la nodulation des plants de A. crispa et de A. rugosa. 
Le symbole «+» indique que la fréquence de la réponse était significativement plus élevée 
que la moyenne de la dispersion et le symbole «-» indique que la fréquence de la réponse 
était significativement plus faible (selon des tests de khi-deux à deux degrés de liberté.  
X
2
= 104,719 et p< 0,0001 pour A. crispa. X
2
= 89,396 et p< 0,0001 pour A. rugosa).
 
a
RA : résidus aurifères. 
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2.3.1.5. Réponse au test d’ARA et efficacité de la symbiose actinorhizienne 
 
 
Les résultats des tests d’ARA pour une même condition étaient très variables : ce sont donc 
des intervalles plutôt que des moyennes qui sont présentés dans le tableau 4. Les bornes de ces 
intervalles représentent la plus petite et la plus grande activité d’ARA enregistrées pour une 
condition donnée. Aucune activité de la nitrogénase n’a pu être détectée pour les racines ayant 
été inoculées avec des champignons mycorhiziens seulement (résultats non montrés). Parmi 
tous les plants de A. crispa ou de A. rugosa du volet 1 qui ont poussé en résidus aurifères ou 
en mélange sable et résidus aurifères, les rares plants portant des nodules et ayant été analysés 
pour l’ARA n’ont pas montré une activité de la nitrogénase au-dessus de la limite de détection 
de la méthode. 
 
 
2.3.2. Évaluation du potentiel d’une symbiose ou d’une combinaison de symbioses à 
promouvoir le développement d’aulnes en présence des résidus aurifères (volet 1) 
 
 
2.3.2.1. Effet de l’inoculum sur la production de biomasse 
 
 
C’est seulement en présence de sable sain que les plants d’aulnes inoculés avec Frankia ont 
connu un effet positif sur la biomasse des plants (voir figure 5). Pour ce qui est des plants de 
A. rugosa, l’inoculation  avec Frankia a même eu un effet négatif en mélange sable+résidus 
aurifères, quand les plants étaient aussi inoculés avec les champignons endomycorhiziens, 
mais pas avec les champignons ectomycorhiziens (voir tableau 5). 
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Tableau 4 : Intervalles des mesures d’activité de la nitrogénase par gramme de nodules pour les aulnes du premier volet 
expérimental 
 
  Activité de la nitrogénase (mmol
a 
x min
-1
 x g nodules
-1
) 
  A. crispa A. rugosa 
Conditions Substrat Substrat 
  RA
b
 Sable+RA Sable RA Sable+RA Sable 
AM
c
+ECM
d
+Frankia N/A
e
 (3/3) 
<LD
f
 (1/3) / N/A 
(2/3) 379-728 (3/3) N/A (3/3) <LD (3/3) 335 (1/3) •• 
AM+ECM N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) 
AM+ Frankia N/A (3/3) N/A (3/3) 588-889 (3/3) N/A (3/3) <LD (1/3) / N/A (2/3) 143-672 (3/3) 
AM N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) 
ECM+Frankia N/A (3/3) N/A (3/3) 310-596 (3/3) N/A (3/3) <LD (3/3) 51-307 (3/3) 
ECM N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) 
Frankia N/A (6/6) <LD (1/6) / N/A (5/6) 49-777 (5/6)• N/A (5/5) <LD (3/5) / N/A (2/5) 116-659 (4/5) ••• 
Plants non inoculés N/A (6/6) N/A (6/6) N/A (6/6) N/A (3/3) N/A (3/3) N/A (3/3) 
 
a
mmol : millimole. 
b
RA : résidus aurifères 
c
AM : champignon endomycorhizien. 
d
ECM : champignon ectomycorhizien. 
e
N/A : non 
applicable (en raison d’une absence de nodule) fLD : limite de détection. Les chiffres entre parenthèses montrent le nombre de 
plants dans l’intervalle (numérateur) sur le nombre de plants testés (dénominateur). • L’une des valeurs d’activité n’est pas incluse 
dans l’intervalle présenté puisqu’il était impossible de bien évaluer la pente de l’activité de la nitrogénase au fil du temps pour le 
plant correspondant. •• Une seule valeur d’activité est présentée puisqu’il était impossible de bien évaluer la pente de l’activité de la 
nitrogénase au fil du temps pour les deux autres systèmes racinaires testés. ••• Une donnée n’a pas été incluse dans l’intervalle 
puisqu’elle était aberrante (très élevée en raison d’une masse nodulaire particulièrement petite). 
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Figure 5 : Influence d’une inoculation avec Frankia sur la biomasse des plants d’aulnes 
crispés poussant dans différents substrats. Ce sont les biomasses sèches totales moyennes 
avec leur écart-type qui sont représentées. Les moyennes non connectées par la même 
lettre sont significativement différentes selon un test de Tukey. (En sable, p< 0,0001). 
c
RA : Résidus aurifères. 
 
 
2.3.2.2. Les ratios aérien/racinaire 
 
 
L’inoculation par Frankia a eu un effet positif significatif sur les ratios aériens/racinaires des 
plants de A. crispa et A. rugosa poussant en sable (voir figure 6). Ces ratios aériens/racinaires 
augmentés indiquent généralement une allocation de biomasse aérienne plus importante. Les 
ratios aérien/racinaires des plants de A. crispa inoculés avec Frankia et ayant poussé dans le 
mélange sable:RA (1:1) étaient significativement plus élevés que les ratios aérien/racinaire des 
plants de A. crispa non inoculés avec Frankia et ayant poussé dans ce même substrat. 
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Tableau 5 : Influence d’une inoculation avec Frankia sur la biomasse des plants d’aulnes rugueux poussant dans différents  
substrats et ayant été inoculés ou non avec chacun des type de mycorhizes  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les biomasses moyennes pour chaque situation sont présentées avec leur écart-type. Les moyennes non connectées par la même 
lettre sont significativement différentes selon un test de Tukey. Pour chaque condition d’inoculation avec les AM et les ECM, les 
plants en sable inoculés avec Frankia ont des biomasses qui sont significativement plus élevées que les biomasses des plants non 
inoculés avec Frankia (p< 0,0001). En présence de AM et absence de ECM, les plants en sable:résidus aurifères (1 :1)  inoculés 
avec Frankia avait une biomasse significativement plus faible que les plants non inoculés avec Frankia (p< 0,02).
a
AM : 
champignon endomycorhizien; 
b
ECM : champignon ectomycorhizien. 
 
Substrat AM
a
 ECM
b
 
Biomasse (g)                     
des plants non inoculés 
avec Frankia 
Biomasse (g)                     
des plants inoculés avec 
Frankia 
Résidus aurifères - - 0,034 ± 0,017 
A
 0,032 ± 0,011 
A
 
Résidus aurifères - + 0,045 ± 0,019 
A
 0,026 ± 0,014 
A
 
Résidus aurifères + - 0,025 ± 0,008 
A
 0,024 ± 0,008 
A
 
Résidus aurifères + + 0,027 ± 0,009 
A
 0,020 ± 0,004 
A
 
Sable+résidus aurifères - - 0,094 ± 0,092 
A
 0,112 ± 0,052 
A
 
Sable+résidus aurifères - + 0,160 ± 0,055 
A
 0,094 ± 0,050 
A
 
Sable+résidus aurifères + - 0,098 ± 0,039 
A
 0,041 ± 0,018 
B
 
Sable+résidus aurifères + + 0,063 ± 0,056 
A
 0,070 ± 0,029 
A
 
Sable - - 0,164 ± 0,112 
B
 1,842 ± 0,420 
A
 
Sable - + 0,167 ± 0,041 
B
 1,862 ± 0,491 
A
 
Sable + - 0,067 ± 0,044 
B
 1,074 ± 0,789 
A
 
Sable + + 0,104 ± 0,047 
B
 1,216 ± 0,537 
A
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Figure 6 : Effet d’une inoculation avec Frankia  sur les ratios aérien/racinaire des plants 
d’aulnes poussant dans différents substrats. Les ratios aérien/racinaire moyens avec leur 
écart-type sont représentés. Lorsque la moyenne pour les plants non inoculés n’est pas 
connectée par la même lettre que la moyenne pour les plants inoculés, les ratios 
aérien/racinaire sont significativement différents (selon un test de Tukey). Ici, les ratios 
aérien/racinaire des plants de A. crispa poussant en mélange sable:RA (1:1) sont 
significativement différents (p< 0,01). Pour chacune des espèces d’aulne, les ratios 
aérien/racinaire des plants poussant dans le sable sont significativement différents. 
(p< 0,0001 pour chacune des espèces). 
c
RA : résidus aurifères. 
 
 
2.3.3. Évaluation des interactions entre les actinorhizes et les mycorhizes chez l’aulne 
exposé aux résidus aurifères (volet 2)  
 
 
2.3.3.1. Développement des plants et survie 
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Il y a des plants qui se sont desséchés suite à leur transplantation en raison de leur système 
racinaire qui ne s’était pas bien développé des deux côtés du dispositif: ceux-ci ont été retirés 
du dispositif expérimental juste avant la première inoculation des plants et c’est pour cette 
raison que le nombre de plants inoculés n’était pas le même pour chacune des conditions. Par 
la suite, tous les plants ont survécu. Au moment de la récolte, il s’est avéré que certains plants 
n’avaient pas développé leur système racinaire de manière équivalente de part et d’autre de la 
cloison centrale du dispositif expérimental. En fait, leur système racinaire était quasi inexistant 
d’un des côtés du dispositif donc ces plants n’ont pas été analysés. Voir le tableau 7 en annexe 
pour un portrait global de la situation.  
2.3.3.2. Évaluation de la mycorhization par Paxillus involutus et Rhizophagus irregulare 
Lors de l’évaluation de la colonisation des racines par des champignons mycorhiziens, aucun 
fragment mycorhizé n’a été observé.  
2.3.3.3. Établissement de la symbiose actinorhizienne 
Quatre-vingt-un % des plants inoculés avec Frankia dans le compartiment 1 ont formé des 
nodules. Dans le compartiment 2, ce pourcentage s’élevait à 68 % (résultat non montrés). 
L’inoculation (indépendamment de la colonisation) dans un premier compartiment semble 
avoir eu un impact sur la colonisation par Frankia dans le second compartiment (voir figure 
7). L’inoculation par les AM ou Frankia dans un premier compartiment semble avoir nui 
légèrement à la colonisation par Frankia dans le second compartiment (en comparaison avec 
les plants n’ayant pas été inoculés dans le premier compartiment). 
Co 
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Figure 7 : Portrait de la colonisation par Frankia dans le second compartiment en 
fonction de l’inoculum du premier compartiment. Le faible nombre de plants analysés 
empêchait de faire des tests statistiques pour affirmer qu’il y avait un effet significatif et 
ces proportions de plants colonisés sont présentées à titre indicatif. Respectivement, pour 
les plants inoculés avec Frankia, AM, ECM ou n’ayant reçu aucune inoculation 
(compartiment 1), n= 8, 7, 5, 5. 
a
AM : champignons endomycorhiziens. 
b
ECM : 
champignons ectomycorhiziens. 
 
Parmi les plants ayant formé des nodules dans le second compartiment, l’analyse des résultats 
a démontré qu’une première inoculation par l’une ou l’autre des mycorhizes n’avait pas 
d’impact sur le nombre et le développement de ces nodules (voir figure 8A). En effet, chez les 
plants ayant été inoculés par un ou l’autre des champignons mycorhiziens, le niveau de 
colonisation par Frankia (nombre de nodules) dans le second compartiment n’était pas 
significativement différent de celui enregistré pour les plants n’ayant reçu aucune inoculation 
dans le premier compartiment. Il en va de même pour l’allocation de la biomasse nodulaire 
(voir figure 8B). Lorsque les plants inoculés avec Frankia dans le premier compartiment 
étaient comparés avec les plants non inoculés dans le premier compartiment, il n’y avait pas de 
différence significative au niveau du nombre et du développement des nodules dans le second 
compartiment. Toutefois, l’allocation de la biomasse nodulaire dans le compartiment 2 était 
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significativement moins grande chez les plants qui avaient été pré-inoculés avec Frankia que 
chez les plants qui avaient été pré-inoculés avec les champigons endomycorhiziens. 
 
 
 
Figure 8 : Effet de l’inoculation dans le premier compartiment chez les plants ayant 
développé des nodules dans le second compartiment. A. Moyennes du nombre de nodules 
avec leur écart-type. Selon un test de Tukey, ces moyennes ne sont pas significativement 
différentes. B. Allocations moyennes de biomasse nodulaire avec leur écart-type. Lorsque 
les moyennes ne sont pas connectées par la même lettre, elles sont significativement 
différentes (selon un test de Tukey, p = 0,0389). 
c
AM : champignon endomycorhizien 
d
ECM : champignon ectomycorhizien. 
 
2.3.3.4. Réponse au test d’ARA et effectivité de la symbiose actinorhizienne 
 
 
Après avoir analysé le niveau de colonisation par Frankia, il était pertinent de vérifier si la 
symbiose était effective. Les résultats sont assez mitigés puisque pour une condition donnée, il 
pouvait arriver que certains nodules fixent l’azote alors qu’aucune activité n’était détectée 
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Tableau 6 : Intervalles des mesures d’activité de la nitrogénase par gramme de nodules pour les aulnes en dispositifs 
bicompartimentés 
Condition d'inoculation Activité de la nitrogénase (mmol
a 
x min
-1
 x g nodules
-1
)
Compartiment 1 Commpartiment 2 Compartiment 1 Compartiment 2 
Frankia Frankia <LD
d
 (2/4) / 234-284 (2/4) <LD (1/3) / 259-498 (2/3) 
Frankia AM
b
<LD (1/3) / 243-454(2/3) N/A
e
 (3/3)
Frankia ECM
c
207-759 (3/3) N/A (3/3) 
Frankia Aucune inoculation 192-465 (3/3) 
ECM
c
Frankia N/A (3/3) <LD (1/3) / 151-314 (2/3) 
AM
b
Frankia N/A (3/3) <LD (1/2) / N/A (1/2) 
Aucune inoculation Frankia <LD (1/3) / 412-447 (2/3) 
a
mmol : millimole. 
 b
AM : champignon endomycrorhizien. 
c
ECM : champignon ectomycorhizien. 
d
LD : Limite de détection. 
e
N/A :
non applicable (en raison d’une absence de nodule). Les chiffres entre parenthèses montrent le nombre de plants dans l’intervalle 
(numérateur) sur le nombre de plants testés (dénominateur). Les cellules en gris représentent des conditions où aucune des racines 
n’a été analysée pour l’ARA.  
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chez d’autres.  Encore une fois, ce sont donc les intervalles plutôt que des moyennes  qui sont 
présentés dans le tableau 6. Les racines des compartiments inoculés avec des champignons 
mycorhiziens n’ont pas montré d’activité d’ARA (résultats non montrés). 
2.3.4. Présence de contaminants dans les dispositifs expérimentaux des volets 1 et 2 
Tout au long des expériences des volets 1 et 2, des moisissures sont apparues sur les plants 
poussant en bacs. Celles-ci formaient des hyphes aériens dont la coloration tirait sur le gris ou 
sur le brun. Ces moisissures apparaissaient sur les parties brunies des feuilles sénescentes. Les 
tableaux 8 et 9 en annexe indiquent dans quels bacs on pouvait trouver au moins un plant qui 
était contaminé par des moisissures. 
2.4. Discussion 
2.4.1. Détermination du degré de tolérance des aulnes du volet 1 face aux résidus 
aurifères ainsi que l’effet de ces résidus aurifères sur l’établissement de la symbiose 
La survie des plants de A. crispa a été affectée par le substrat, ce qui indique une possible 
sensibilité de ces plants aux résidus aurifères. En effet, dans le substrat de résidus aurifères, 
ces plants ont moins bien survécu que dans les deux autres matrices où il n’y avait aucune 
mortalité. Un phénomène qui pourrait expliquer la survie diminuée dans les résidus aurifères 
est la compaction qui semblait un peu plus importante dans ce substrat que dans les deux 
autres. En effet, lors du transfert des plants en pots Magenta®, il apparaissait parfois un peu 
plus difficile de creuser un trou dans ce substrat pour y insérer les jeunes plantules. De plus, au 
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terme de l’expérience, lorsque les plants ont été sortis des Magentas®, une compaction élevée 
de ce substrat était parfois constatée. Cela aurait pu nuire à l’élongation des racines dans ce 
substrat. Il aurait fallu employer un pénétromètre ou évaluer la densité du sol limitant la 
croissance (en fonction de la densité du sol et de sa texture) pour avoir une meilleure idée de la 
résistance à la pénétration de ce substrat (Daddow et Warrington, 1983). La compaction peut 
affecter l’apport en eau du plant ou l’assimilation des minéraux par les racines (revue par 
Kozlowski, 1999). Cela peut évidemment nuire à la survie des plants. L’explication d’une 
mortalité due à la compaction serait cohérente avec le fait qu’il y ait eu de la mortalité 
seulement dans les résidus aurifères. En effet, comme la compaction dépend de la texture du 
substrat et que celle-ci est changée lorsque le ratio sable:résidus aurifères est modifié, cela 
pourrait expliquer pourquoi l’effet négatif des résidus aurifères disparaît dans le mélange 
sable:résidus aurifères (Daddow et Warrington, 1983). Évidemment, il faudrait aussi mesurer 
la densité de ce substrat pour confirmer cette hypothèse et possiblement vérifier la résistance 
des aulnes à la compaction en essayant de les faire pousser dans des substrats ayant été 
compactées à différentes intensités (Minore et al., 1969). Il est difficile d’expliquer pourquoi 
les aulnes crispés ont été plus affectés que les aulnes rugueux dans les résidus aurifères, mais 
comme ces deux espèces ne colonisent pas les mêmes milieux naturels, il apparaît normal 
qu’elles ne soient pas affectées de la même façon par un stress donné (Chai et al., 2013).  
En plus de la survie, le développement des plants peut donner un indice de leur degré de 
tolérance face aux résidus aurifères. Pour les deux espèces végétales, l’expérience a montré 
que la biomasse des plants était affectée par les résidus aurifères : les plants poussant dans les 
résidus seuls avaient toujours une biomasse significativement plus petite que celle des plants 
en sable et ce, peu importe si les plants étaient inoculés ou non. Le pH légèrement alcalin des 
résidus de la mine Sigma (7,5) n’est probablement pas en cause : il semblerait que des valeurs 
de pH situées entre 5 et 7,5 n’influencent pas directement la croissance des plants en général 
(Marschner, 1995). Parmi les facteurs abiotiques qui peuvent affecter la croissance des plants, 
il y a les déficiences nutritionnelles et la compaction du sol (Huang, 2006). La compaction du 
substrat pourrait être une explication valable : comme cela a déjà été mentionné, elle peut 
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affecter l’assimilation des nutriments et peut nuire à la croissance de jeunes plants (Bassett et 
al., 2005; Alameda et Villar, 2009; Pérez‐Ramos et al., 2010). 
Dans le volet 1, le substrat a influencé l’occurrence de la nodulation chez les plants de 
chacune des espèces végétales et ce, de manière significative. Il y a lieu de se demander si les 
propriétés chimiques des résidus aurifères peuvent nuire à l’apparition des nodules. En effet, 
plusieurs conditions édaphiques peuvent avoir un impact sur l’occurrence de la nodulation 
chez les légumineuses ou les plantes actinorhiziennes (Zitzer et Dawson, 1992; Crannell et al., 
1994; Sadowsky, 2005). Le substrat tiré de la mine Sigma ne correspondant pas à la définition 
d’un sol (formation selon des processus naturels, structure verticale, etc.), il peut apparaître un 
peu audacieux de se rapporter à ce que la littérature indique concernant les caractéristiques 
d’un sol donné (Buckman et Brady, 1969). Il est tout de même intéressant de faire un 
rapprochement entre un sol calcaire et les résidus de la mine Sigma. Cette comparaison 
pourrait être valable dans la mesure où ces sols sont caractérisés par un pH de plus de 7 et une 
haute teneur en CaCO3 (Marschner, 1995). Concernant le CaCO3, il n’a pas été dosé 
directement dans les résidus de la mine Sigma, mais Aubertin avait noté que ces résidus 
étaient caractérisés par une haute teneur en carbonates (Aubertin et al., 1999). De plus, le 
dosage effectué chez Agridirect indiquait que les résidus contenaient une quantité de calcium 
beaucoup plus élevée que celle qui est retrouvée dans le sable : cela serait cohérent avec la 
présence de CaCO3 (tableau 1, section 2.2.1.). Dans des sols calcaires à haute teneur en 
carbonates, les carences en fer sont fréquentes, mais chaque espèce végétale peut y répondre 
différemment (Marschner, 1995). Il est à noter que la compaction du sol peut augmenter cette 
déficience en fer (Marschner, 1995). Dans la littérature, les symptômes de carence en fer ne 
semblent pas avoir été documentés chez l’aulne. Chez les légumineuses, il est connu qu’une 
telle carence peut nuire à la nodulation  (Brear et al., 2013). Il se pourrait aussi que les 
propriétés du sol aient affecté la sécrétion des flavonoïdes, des composés phénoliques dont le 
rôle essentiel au phénomène de nodulation a récemment été démontré chez des plantes 
actinorhiziennes (Auguy et al., 2011; Abdel-Lateif et al., 2012; Abdel‐Lateif et al., 2013). Il 
80 
ne semble pas y avoir d’étude concernant la sécrétion des flavonoïdes et une capacité de 
nodulation affectée chez les plantes actinorhiziennes en milieu stressé. Sachant que les plants 
en croissance active sécrètent plus d’exsudats et que la croissance des aulnes en présence de 
résidus aurifères était affectée, cette explication serait toutefois valable (Badri et Vivanco, 
2009). 
Bien qu’on puisse supposer que c’est en raison d’un effet des résidus sur la plante que 
l’établissement de la symbiose a été affecté, il ne faut pas exclure la possibilité que Frankia 
elle-même ait été affectée par ces résidus. Pour évaluer la tolérance de Frankia face aux 
résidus aurifères, il serait pertinent de faire une expérience en microplaque dans laquelle la 
bactérie serait exposée à différentes concentrations d’extraits de résidus aurifères.  
En plus d’avoir affecté la colonisation par Frankia, les résidus semblent avoir nui au processus 
de fixation de l’azote. Pour les quelques racines portant des nodules en mélange sable:RA 
(1:1), aucune activité de la nitrogénase n’a été enregistrée. L’idée que les résidus limitent 
l’accès au fer pourrait expliquer ce résultat, du moins en partie. En effet, le fer est nécessaire 
au fonctionnement de la nitrogénase puisqu’il entre dans la composition de cette enzyme 
(Huss-Danell, 1997). Les résultats d’ARA obtenus pour les plants en sable étant très variables, 
il y a lieu de faire une brève parenthèse concernant la méthode employée pour mesurer les 
taux de fixation d’azote. En effet, lors de tests de réduction de l’acétylène, l’activité de 
l’hydrogénase peut être affectée (Winship et al., 1987). Celle-ci ayant un rôle de protection de 
la nitrogénase, il est permis de croire que l’activité de cette dernière enzyme en soit affectée 
(Richau et al., 2013).  
Il a été possible d’évaluer l’effet des résidus sur l’établissement de la symbiose 
actinorhizienne, mais ce n’est pas le cas pour la symbiose mycorhizienne. Tout d’abord, la 
colonisation par Paxillus involutus n’a pu être observée dans aucun des substrats pour le volet 
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1. Le fait qu’il n’y ait pas eu de colonisation dans le sable porte à remettre en question les
conditions expérimentales. Généralement, il est reconnu que l’ajout de phosphore peut nuire à 
la formation des mycorhizes, mais l’effet du phosphore sur la colonisation est aussi influencé 
par l’identité de l’hôte (Smith et Read, 2008). Pour l’aulne ou les autres plantes 
actinorhiziennes, les expériences portant sur l’étude des ectomycorhizes sont peu nombreuses 
et il est donc assez difficile de déterminer ce qui serait un niveau de phosphore élevé. Dans 
quelques expériences réalisées chez l’aulne, il n’y a tout simplement aucune mention 
concernant la solution d’arrosage (Molina, 1979; Molina, 1981; Yamanaka et al., 2003). Dans 
une autre expérience, du fertilisant à relâchement lent était employé (Chatarpaul et al., 1989). 
Dans une autre étude, c’est un fertilisant commercial qui était ajouté en début 
d’expérimentation (Markham, 2005). Encore, de l’eau du robinet pouvait être employée 
(Becerra et al., 2009). Toutefois, trois études employaient une solution d’arrosage à 
composition définie, la solution de Crone (Godbout et Fortin, 1983; Massicotte et al., 1986; 
Massicotte et al., 1999). Celle-ci contenait 0,1g/L de KH2PO4 et 0,75 g/L de Ca3(PO)2, ce qui 
correspond à 0,003 M. La solution de Hoagland employée dans notre cas avait une 
concentration de phosphore de 0,0001 M, ce qui est inférieur, mais il peut être difficile de 
comparer, vues les conditions expérimentales différentes et la formulation des solutions qui 
était aussi différente. Dans son expérience où il étudiait la formation d’ectomycorhizes chez 
l’aulne glutineux, Massicotte et al. (1999) a testé deux souches de Paxillus involutus et l’une 
de celles-ci n’a formé aucune mycorhize (souche CRFB-262). Il y a donc aussi lieu de se 
demander si le problème ne se trouve pas au niveau de la souche de Paxillus involutus. En 
1970, Laiho rapportait que Paxillus involutus ne formait pas de mycorhizes avec les aulnes en 
milieu naturel ou dans des conditions aseptiques (Laiho, 1970). Celui-ci mettait en doute le 
fait que ce champignon puisse être un symbiote actif chez Alnus incana (L.) Moench ou Alnus 
glutinosa (L.) Gaertn. Il se pourrait que dans les quelques expériences où la symbiose a pu 
s’établir entre un aulne et Paxillus involutus en conditions contrôléesune souche compatible 
avec les aulnes ait été employée (Molina, 1979; Molina, 1981; Godbout et Fortin, 1983; 
Chatarpaul et al., 1989; Massicotte et al., 1999; Markham, 2005). Godbout et Fortin, 
Chatarpaul et al., Massicotte et al. et Molina ont tous employé la même souche fonctionnelle 
en provenance de l’Oregon (identifiée Paxillus involutus (Batsch.) Fr.). Markham a employé 
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une souche en provenance du Colorado et celle qui a été employée dans ce projet avait été 
isolée au Québec. Il a été impossible de déterminer l’origine de la souche qui ne permettait pas 
de formation de mycorhize dans l’expérience de Massicotte et al. en 1999 selon les 
informations fournies par ce dernier. Si l’expérience était à refaire, il faudrait peut-être essayer 
d’employer Alpova diplophloeus, un champignon qui s’associe spécifiquement avec l’aulne  et 
qui, au départ, était notre premier choix (Molina, 1979). Il n’était malheureusement pas 
disponible au laboratoire au moment d’inoculer les plants.  
Aucune colonisation par Rhizophagus irregulare n’a pu être observée dans l’expérience du 
volet 1 ni dans l’expérience du volet 2. Le fait qu’il n’y ait pas eu de colonisation dans le sable 
porte encore à remettre en question les conditions expérimentales. Tout d’abord, il se pourrait 
que des conditions axéniques ne soient pas appropriées pour que la symbiose 
endomycorhizienne puisse s’établir. À ma connaissance, parmi les quelques expériences 
faisant l’étude de l’hypersymbiose entre les aulnes, Frankia et une espèce de champignon 
endomycorhizien, aucune n’était réalisée en conditions axéniques (Chatarpaul et al., 1989; Jha 
et al., 1993b; Orfanoudakis et al., 2004; Oliveira et al., 2005). Il se pourrait que dans les 
expériences en bacs, l’absence de bactéries auxiliaires à la mycorhization ait nui à la 
colonisation des plants par les mycorhizes. En effet, ces bactéries peuvent jouer un rôle 
critique dans le cycle de vie du champignon mycorhizien en favorisant l’éclosion de ses 
propagules ou en facilitant les interactions hôte-champignon (Garbaye, 1994). Comme ce sont 
des spores qui ont servi d’inoculum, il se pourrait que la germination de celles-ci ait été 
affectée dans les conditions de l’expérience, ce qui expliquerait qu’aucune racine colonisée 
n’ait été observée. Si c’était à refaire, il serait intéressant de s’inspirer des travaux d’Oliveira 
et al. et d’obtenir un extrait de la flore microbienne indigène se retrouvant dans les résidus afin 
de pouvoir réintroduire une quantité déterminée de ces microorganismes après avoir autoclavé 
les résidus auxquels les plants doivent être exposés (Oliveira et al., 2005). Le fait qu’aucune 
colonisation par les champignons endomycorhiziens n’ait été observée pourrait aussi être 
expliqué par l’apport en phosphore dans l’expérience, tel que mentionné pour les 
ectomycorhizes. Pour l’aulne ou les autres plantes actinorhiziennes, la quantité de phosphore 
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est plutôt mal définie dans les quelques expériences portant sur l’étude des endomycorhizes : 
l’une d’elles employait du fertilisant à relâchement lent  alors que dans deux autres, les plants  
étaient arrosés à l’eau du robinet seulement (Chatarpaul et al., 1989; Lumini et al., 1994a; 
Oliveira et al., 2005). Une autre étude employait une solution de Hoagland à 0,25 X pour 
arroser des plants de comptonie et de myrique inoculés avec Rhizophagus irregulare, mais 
aucun plant n’a présenté de racines mycorhizées (Berliner et Torrey, 1989). Concernant cette 
dernière étude, il faut toutefois mentionner que les auteurs n’avaient pas réussi à observer des 
plants mycorhizés par ce même champignon en nature et qu’ils remettaient en question la 
compatibilité hôte-symbiote. Ainsi, si une telle expérience devait être refaite dans le futur, il 
serait nécessaire d’optimiser la quantité de phosphore à ajouter pour éviter de nuire à la 
mycorhization tout en évitant que la plante soit carencée. 
2.4.2. Évaluation du potentiel d’une symbiose donnée ou d’une combinaison de 
symbioses à promouvoir le développement chez les aulnes en présence des résidus 
aurifères (volet 1)  
Dans l’expérience du volet 1, l’inoculation par Frankia n’a pas permis d’augmenter la 
biomasse des plants qui poussaient en présence de résidus aurifères. Concernant les ratios 
aériens/racinaires des plants exposés à ces résidus, l’inoculation par Frankia a seulement 
permis d’augmenter ceux des plants de A. rugosa poussant dans le mélange sable:RA (1:1). 
Dans la littérature, les aulnes colonisés par Frankia ont généralement un ratio aérien/racinaire 
plus élevé et cela est probablement dû à l’augmentation de la demande en photosynthétats 
occasionnée par le processus de fixation de l’azote qui requiert beaucoup d’énergie 
(Lundquist, 2005; Bélanger et al., 2011a; Bissonnette et al., 2014). Cette tendance est 
d’ailleurs observée chez les plants des deux espèces ayant poussé en sable. L’effet très limité 
de l’inoculation au niveau de la biomasse et du ratio aérien/racinaire des plants exposés aux 
résidus pourrait être expliqué par les faibles taux de colonisation de ceux-ci. En effet, il faut 
rappeler que ce ne sont pas tous ces plants qui ont formé des nodules et cela pourrait expliquer 
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qu’une augmentation dans la biomasse ou dans les ratios aériens/racinaires pour l’ensemble 
des plants inoculés ne puisse être détectée lors des analyses statistiques. Pour cette raison, il 
aurait été intéressant de comparer les biomasses et les ratios aériens/racinaires des plants 
nodulés avec ceux des plants non nodulés, mais la conception des dispositifs expérimentaux ne 
permettait pas d’analyser la situation de façon statistique. Effectivement, l’unité expérimentale 
étant constituée d’un Magenta® contenant 2 plants, l’analyse des ratios aériens/racinaires 
devait être faite sur la moyenne des ratios aériens/racinaires de ces plants qui n’avaient pas 
nécessairement été colonisés tous les deux. Concernant l’effet négatif d’une inoculation par 
Frankia lorsque les plants d’aulnes rugueux en sable:RA étaient en présence de champignon 
endomycorhizien et en absence de champignon ectomycorhizien, il demeure sans explication, 
surtout qu’il n’y a visiblement pas eu de formation d’endomycorhize. 
2.4.3. Évaluation des interactions entre les actinorhizes et les mycorhizes chez les aulnes 
exposés aux résidus aurifères (volet 2) 
À ma connaissance, l’expérience du volet 2 était la première du genre employant des plantes 
actinorhiziennes en dispositifs bicompartimentés et en conditions axéniques. Le fait d’avoir 
produit des plants au système racinaire bien développé de part et d’autre de la cloison centrale 
de ces dispositifs bicompartimentés était donc une réussite en soi. Si, pour certains plants, une 
portion ou la totalité du système racinaire s’est desséchée, c’est possiblement en raison d’un 
développement qui était encore inadéquat au moment où la transplantation devait avoir lieu 
(au moment où les feuilles de plusieurs plants commençaient à toucher aux parois du tube de 
verre). Ces racines se sont desséchées car elles étaient en contact avec l’air et pénétraient 
faiblement le substrat. Les plants n’auraient pas pu être laissés plus longtemps en tubes avant 
le transfert en dispositifs bicompartimentés car l’espace restreint à l’intérieur de ceux-ci aurait 
pu entraver le développement des feuilles. Une bonne solution pourrait être de faire germer 
une quantité de graines beaucoup plus grande que ce qui est nécessaire pour les besoins de 
l’expérience afin d’avoir une quantité suffisante de plants au système racinaire bien développé 
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(pouvant facilement être séparé de part et d’autre de la cloison centrale des dispositifs). Pour 
éviter le dessèchement, un peu plus de substrat aurait pu être ajouté aux dispositifs de façon à 
recouvrir une plus grande portion de la racine.  
Concernant l’absence de colonisation par les champignons mycorhiziens, la situation était la 
même que pour les plants du volet 1. Les mêmes hypothèses que celles avancées concernant 
l’absence de plants mycorhizés dans ce premier volet peuvent être posées ici, considérant que 
les conditions expérimentales étaient les mêmes. Évidemment, cette absence de colonisation 
empêche d’atteindre la partie de l’objectif concernant l’éventuel effet d’une première 
inoculation sur l’établissement de la symbiose actinorhizienne et mycorhizienne dans un 
second compartiment. Il était tout de même pertinent d’évaluer si l’inoculation (et non la 
colonisation) par des mycorhizes dans le premier compartiment pouvait influencer 
l’établissement de la symbiose actinorhizienne dans le second compartiment (par le 
dégagement de molécules signal, la libération de composés organiques lors d’une possible 
décomposition, etc.). Aucun effet significatif d’une inoculation par les mycorhizes n’a été 
démontré, que ce soit au niveau de l’occurrence du phénomène de nodulation ou au niveau du 
nombre et du développement des nodules. Il s’avère toutefois que l’inoculation par les 
champignons endomycorhiziens dans un premier compartiment semble avoir nui légèrement à 
l’établissement de la symbiose actinorhizienne, bien que cela ne puisse pas être montré de 
façon statistique. Cette tendance pourrait être expliquée par la présence de Pseudomonas sp. 
dans l’inoculum. Il a déjà été montré que P. fluorescens affectait négativement la croissance 
d’aulnes nodulés ou non (Acero et al., 1996).  
L’occurrence de nodulation dans le second compartiment semble avoir été affectée par une 
inoculation avec Frankia dans le premier compartiment. S’il y avait des nodules dans le 
premier compartiment, il y aurait pu y avoir de l’inhibition par l’azote et c’est donc un résultat 
qui pouvait être attendu (Wall et Huss‐Danell, 1997). Une expérience avec plus de plants 
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serait nécessaire pour pouvoir procéder à une analyse statistique qui permettrait d’évaluer les 
risques que ce phénomène soit dû au hasard.  
L’inoculation par Frankia dans le premier compartiment n’a pas affecté le nombre de nodules 
par plant dans le compartiment 2. Le développement des nodules (allocation de biomasse) 
dans le compartiment 2 semble avoir été affecté négativement chez les plants ayant été 
inoculés avec Frankia dans le compartiment 1 en comparaison avec les plants qui n’avaient 
pas été inoculés (mais cela n’est pas significatif). Ces observations, bien que non 
significatives, correspondent à ce qui avait été obtenu avec des aulnes rugueux dans une 
expérience en hydroponie où le nombre et le développement des nodules en fonction de 
l’apport en azote exogène était étudié (Bélanger et al., 2013). Dans cette étude, lorsque l’ajout 
d’azote augmentait, l’allocation de la biomasse nodulaire diminuait aussi. Dans le cas présenté 
ici, il semblerait que la présence de nodules dans le premier compartiment puisse combler une 
partie des besoins en azote et que cela ait pour effet de diminuer la grosseur des nodules 
apparaissant dans le second compartiment.  
Les tendances observées dans ce volet ont possiblement été affectées par la faible quantité de 
réplicats impliqués dans les analyses statistiques : une si faible quantité de données peut 
affecter la précision des moyennes et donc nuire à la fiabilité des résultats (Quinn et Keough, 
2002). C’est peut-être pour cette raison que les résultats indiquent que les plants préinoculés 
avec des champignons endomycorhiziens ont mené à un développement de nodules 
significativement meilleur que chez les plants n’ayant pas reçu d’inoculum dans le 
compartiment 1. En effet, le nombre de plants à analyser était très faible puisque tous les 
plants inoculés dans le compartiment 2 n’ont pas nécessairement formé de nodules. 
Pour une même condition d’inoculation, il pouvait arriver que l’activité de la nitrogénase ne 
soit pas détectée chez certains plants portant des nodules alors qu’elle l’était chez d’autres 
87 
plants portant aussi des nodules. Ce résultat est encourageant puisqu’il montre qu’il est 
possible que des nodules présents sur de jeunes plants d’aulnes exposés aux résidus de la mine 
Sigma fixent l’azote, ce qui n’avait pas pu être démontré dans le volet 1. Cette situation nuit 
toutefois à l’atteinte de l’objectif d’évaluer l’impact de la présence préalable d’un symbiote 
sur l’établissement de la symbiose actinorhizienne. En effet, elle rend impossible toute 
comparaison entre l’activité de la nitrogénase selon les conditions d’inoculation. Il n’est pas 
facile d’indiquer pourquoi une telle variation au niveau de l’activité de la nitrogénase a été 
observée, mais il faut rappeler que la limite de détection de la méthode de dosage en 
chromatographie était de 8 ppm. Cela fait en sorte que l’activité de la nitrogénase chez les 
plants qui ne portaient que de petits nodules aurait pu ne pas être détectée. 
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CHAPITRE 3: ÉVALUATION DE LA PERFORMANCE DES AULNES 
ACTINORHIZÉS ET MYCORHYZÉS POUR LA REVÉGÉTALISATION DES 
RÉSIDUS AURIFÈRES DE LA MINE SIGMA 
 
 
 
3.1. Mise en contexte 
 
 
Comme les ressources du sous-sol ne sont pas inépuisables, la fermeture des sites miniers est 
inévitable. Les compagnies les ayant exploités laissent alors derrière elles des quantités 
imposantes de déchets. Parmi ces déchets, il y a les résidus fins qui sont essentiellement du 
minerai broyé ayant été traité pour en extraire la ressource convoitée. Entassés dans de 
gigantesques bassins, ils ont un très grand impact sur le paysage (Aubertin et al., 2002). Au 
Québec, la mise en végétation doit faire partie des plans de restauration des sites ayant connu 
des activités minières. Cette opération a pour but de redonner une apparence naturelle au site 
tout en limitant les phénomènes d’érosion. Le site de la mine Sigma, en Abitibi, a été fermé en 
2012. Étant donné la très grande quantité de résidus fins s’y étant accumulés, la susceptibilité 
de ces résidus à être balayés par le vent et la proximité du site avec le centre-ville de Val-d’Or, 
il était impératif d’entamer les travaux de restauration. Les aulnes apparaissent comme des 
candidats idéaux pour revégétaliser ces résidus. Ces arbustes indigènes sont des acteurs 
naturels de la succession végétale primaire. Leur établissement est facilité par leur capacité à 
s’associer avec Frankia, un actinomycète fixateur d’azote, ainsi qu’avec des champignons 
endomycorhiziens et ectomycorhiziens. Ces associations symbiotiques sont reconnues comme 
étant bénéfiques pour l’aulne s’implantant dans un substrat faible en matière organique et en 
nutriments (Chatarpaul et al., 1989). Plusieurs essais employant l’aulne pour revégétaliser des 
milieux perturbés se sont montrés prometteurs (Lumini et al., 1994; Ridgway et al., 2004; 
Vares et al., 2004; Oliveira et al., 2005; Densmore, 2005; Lefrançois et al., 2010; Bissonnette 
et al., 2014). Comme les résidus de chaque mine ont leur caractéristiques particulières, il est
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impératif de procéder à des tests in situ afin d’évaluer le potentiel d’une phytotechnologie. Des 
essais sur le terrain ont donc été réalisés avec Alnus incana subsp. rugosa et Alnus viridis 
subsp. crispa afin de déterminer comment optimiser les pratiques de revégétalisation sur ce 
site. Ces plants avaient subi divers régimes d’inoculation afin de déterminer si, lors de la 
production des aulnes en serre commerciale, l’inoculation avec Frankia et les mycorhizes 
pouvait augmenter leur performance sur le terrain. 
3.2. Matériel et méthodes 
3.2.1. Production des plants en serre commerciale 
Les plants ont été produits dans une serre commerciale. Des graines de Alnus viridis (Chaix) 
DC. ssp. crispa (lot de graines 8421714.0) et de Alnus incana (L.) Moench ssp. rugosa (lot de 
graines 8421709.0) en provenance d’Abitibi ont été fournies par le Centre national de 
semences forestières, CNSF (Frédéricton, NB, Canada). Elles ont été conservées à 20°C 
jusqu’à utilisation. Des cassettes Styroblock® de 60 cavités de 220 mL (Beaver Plastics,
Acheson, AB, Canada) ont été employées pour la culture des plants. Les cavités étaient 
remplies d’un mélange mousse:vermiculite (4:1, v:v) et un amendement confidentiel était 
ajouté. Au printemps 2011, de 5 à 8 graines ont été enfouies dans chacune des cavités puis une 
mince couche de sable de quartz blanc (1,2 à 4,5 mm de diamètre) a été étalée en surface. 
Deux semaines après la germination, le nombre de plants par cavité a été réduit à 1. Les plants 
étaient régulièrement arrosés avec de l’eau. Ils étaient éclairés avec la lumière naturelle du 
soleil qui était filtrée par deux couches de polyéthylène constituant le toit de la serre. La 
température pendant le jour était de 28°C, sauf en mai et en octobre où elle était de 23 °C. 
Pendant la nuit, la température était  de 20°C, sauf en mai et en octobre où elle était de 15 °C. 
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3.2.2. Inoculation des plants 
Certains plants ont été inoculés avec Frankia alni AvcI1 (Baker et al., 1979). D’autres ont été 
inoculés avec Frankia ainsi qu’avec un champignon formant des ectomycorhizes et avec un 
champignon formant des mycorhizes arbusculaires. Il s’agit respectivement de Alpova 
diplophloeus (Zeller et Dodge) Trappe et Smith (UAMH6193) et de Rhizophagus irregulare. 
À titre de témoin négatif, une certaine proportion des plants n’a pas été inoculée. 
Lorsque les plants avaient atteint le stade de 4 à 6 feuilles, ils ont été inoculés avec Frankia. 
La bactérie avait été cultivée dans du milieu BAPS tel que décrit par (Bélanger et al., 2011a). 
Les cultures ont d’abord été centrifugées (10 min, 3434 xg, 4 °C) puis les culots ont été lavés 
deux fois avec de la saline stérile (NaCl 0,85 % p/v). Ils ont ensuite été amalgamés dans des 
tubes de 50 mL puis centrifugés à nouveau de façon à obtenir un volume connu de culot qui a 
été resuspendu dans de la saline stérile jusqu’à utilisation. Juste avant l’inoculation, les 
suspensions ont été diluées dans de l’eau du robinet de façon à ce que la concentration finale 
soit de 2 µL de culot de Frankia par mL. Chaque plant a été inoculé au collet avec 5 mL de 
cette suspension de façon à ce que chacun d’entre eux reçoive une quantité de 10 µL de culot 
de Frankia. Dans la littérature, ces volumes de culot sont désignés «packed cell volume» 
(PCV). 
Des plants ont été inoculés un mois plus tard avec les deux types de champignons 
mycorhiziens à l’étude. Une suspension de Alpova diplophloeus a été fournie par Symbiotech 
Research Inc. (Edmonton, AB, Canada). Cette suspension a été diluée d’un facteur 3 dans 
l’eau du robinet et un volume de 10 mL de cette préparation a ensuite été administré au col 
racinaire des plants. Pour ce qui est de Rhizophagus irregulare, l’inoculum sous forme de 
poudre mouillable a été fourni par AEF Global (Lévis, QC, Canada). De l’eau du robinet y a 
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été ajoutée de façon à ce que chaque plant reçoive, dans un volume de 5 mL, une quantité de 
0,4 g d’inoculum. Cet inoculum était lui aussi livré au col racinaire.  
Lors de l’inoculation, l’homogénéité de chacune des suspensions était assurée par une 
agitation constante à l’aide d’un barreau magnétique et d’une plaque agitatrice.  
3.2.3. Plantation et suivi des plants 
À la fin du mois de juin 2012, les aulnes ont été plantés dans le parc à résidus de la mine 
Sigma, à Val-d’Or, selon un plan aléatoire complet pour chaque espèce. Le dispositif 
expérimental était constitué de 3 blocs dans lesquels les aulnes étaient répartis en 6 parcelles 
(2 espèces végétales x 3 traitements d’inoculation). Dans chaque parcelle, les plants étaient 
plantés à 2 m de distance. Des conifères faisaient aussi partie de ce dispositif illustré à la 
figure 9. L’emplacement du dispositif expérimental est présenté à la figure 10 (rectangle 
ABCD).  
Après chaque saison de croissance sur le terrain (septembre 2012 et août 2013), le diamètre au 
col et la hauteur de 3 plants par parcelle ont été mesurés de façon à ce que le volume aérien de 
chacune de ces plantes (en anglais, SVI pour «seedling volume index») puisse être évalué et 
qu’un indice de la production de biomasse aérienne pour une condition donnée puisse être 
calculé (en anglais, PVI pour «plot volume index»). Ces indices ont été calculés tel que cela a 
été décrit par Marx et al. en 1977 (Marx et al., 1977). Les équations, où D est le diamètre au 
col, H la hauteur col-méristème et n le nombre de plants ayant survécu par parcelle, sont les 
suivantes :  
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SVI= D
2 
x H [3.1] 
PVI= SVI x n [3.2] 
Figure 9 : Représentation du dispositif établi sur le bassin de la mine Sigma à l’été 2012. 
A. Représentation de chaque parcelle. Les cercles gris illustrent les plants. B. Répartition 
des végétaux implantés sur le site: a. A. crispa sans inoculation; b. A. crispa+Frankia; 
c. A. crispa+Frankia+AM+ECM; d. A. rugosa sans inoculation. e. A. rugosa+Frankia;
f. A. rugosa+Frankia+AM+ECM; g. Conifères dont il n’est pas question dans ce
mémoire. 
La survie des plants a aussi été évaluée une fois à la fin de l’été 2012, une fois au printemps 
2013 et une fois à la fin de l’été 2013. 
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3.2.4. Évaluation de la colonisation des plants produits en serre 
Figure 10: Dispositifs expérimentaux implantés sur le bassin de la mine Sigma en 2011, 
en 2012 et en 2013. A : 48,10842°N/77,74598°O, B : 48,10839°N/77,74562°O 
C : 48,10731°N/77,74585°O, D : 48,10733°N/77,74622°O. Il n’est pas question des 
parcelles représentées par les rectangles EFGH et IJKL dans ce mémoire. 
Un mois et demi après la plantation des aulnes sur le bassin, une caractérisation de quelques 
plants supplémentaires (non plantés) a été faite pour chacune des espèces végétales (6 plants 
non inoculés, 6 plants inoculés avec Frankia seulement et 6 plants triplement inoculés). Cette 
caractérisation était surtout portée sur l’évaluation de la colonisation par Frankia et les 
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champignons ectomycorhiziens. Les nodules retrouvés sur chaque plant d’aulne ont été 
comptés puis leur biomasse sèche a été évaluée. Pour ce qui est de l’évaluation de la formation 
d’ectomycorhizes, elle a été faite à l’Université Laval. Pour chaque morphotype observé, une 
extraction d’ADN a été faite afin de procéder à une identification à partir de l’amplification de 
la région ITS (pour «Internal Transcribed Spacer») de l’ADN ribosomal à l’aide des amorces 
ITS-1F et ITS-4 (White et al., 1990; Gardes et Bruns, 1993) 
3.2.5. Analyses statistiques 
Des analyses de tableau de séquence avec modèle linéaire (analyse de variance) ainsi que des 
analyses de tableau de contingence (test du khi-deux) ont été réalisées avec le programme 
JMP
®
 Statistical Discovery
TM
 (version 11.1.1, SAS Institute Inc, Cary, NC, États-Unis).
Les analyses de tableau de séquence ont été effectuées afin d’évaluer si le régime 
d’inoculation avait un effet sur le SVI ou le PVI des plants. Ces données n’ont pas été 
transformées puisqu’elles respectaient la condition d’homocédasticité. Les tests d’ANOVA 
ont été suivis du test HSD de Tukey. 
Les analyses de tableau de contingence ont été employées afin de déterminer si le régime 
d’inoculation avait un effet sur la survie des plants. Pour que ces tests de khi-deux soient 
valables, moins de 20% des cellules du tableau devaient avoir une valeur attendue de 5. 
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3.3. Résultats 
3.3.1. Survie 
À chaque visite sur le terrain (septembre 2012, mai 2012 et août 2013), certains plants 
disparaissaient des dispositifs sur lesquels ils avaient été plantés. Ceux-ci ont été retirés des 
totaux pour effectuer les calculs de survie. Pour les plants de A. crispa, le régime d’inoculation 
a affecté la survie après le premier été (septembre 2012) : il y avait significativement moins de 
mortalité chez les plants inoculés avec Frankia seulement que chez les autres plants de la 
même espèce (non inoculées ou inoculés avec Frankia et les deux types de mycorhizes). Pour 
les plants de A. rugosa, la survie ne semble pas avoir été influencée par le régime 
d’inoculation (voir la figure 11). 
3.3.2. Développement 
Après le premier été (septembre 2012), les plants de A. rugosa inoculés avec Frankia, les 
champignons endomycorhiziens et ectomycorhiziens (plants triplement inoculés) ont 
développé plus de biomasse aérienne que les plants non inoculés ou les plants inoculés avec 
Frankia seulement (voir figure 12). Après le second été (août 2013), cet avantage conféré par 
l’inoculation avec les 3 symbiotes a été perdu. Pour ce qui est des plants de A. crispa, le 
régime d’inoculation ne semble pas avoir influencé le développement de leur biomasse 
aérienne après le premier été ni après le second. 
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3.3.3. Évaluation de la colonisation des plants produits en serre  
 
 
Selon les analyses faites sur les plants produits en serre, les plants non inoculés ont développé 
autant de nodules (en nombre et en biomasse) que les plants inoculés avec Frankia ou les 3 
symbiotes à l’étude (résultats non montrés). Pour ce qui est des ectomycorhizes, deux 
morphotypes ont été observés sur des plants triplements inoculés. Dans les deux cas, il 
s’agissait de basiodiomycètes du genre Telephorales. Alpova diplophloeus n’a pas été détecté 
(résultats non montrés). 
 
 
3.4. Discussion 
 
 
Dans la littérature, il existe très peu d’études employant des aulnes directement sur les sites 
perturbés par l’activité humaine (Lumini et al., 1994a; Moffat, 2000; Vares et al., 2004; 
Lefrançois et al., 2010; Bissonnette, 2011). Les résultats obtenus lors de l’expérience sur le 
site de la mine Sigma seront donc discutés en fonction de travaux terrain qui n’ont pas 
nécessairement été réalisés sur des résidus issus de l’industrie minière.  
 
 
L’évaluation de la survie a comporté certains problèmes car des plants qui avaient été jugés 
morts 10 semaines post-plantation, à l’automne, avaient développé des rameaux à partir de la 
tige principale le printemps suivant. Il est à noter que cela est fréquent chez les aulnes rugueux 
et les aulnes crispés (Huenneke et Marks, 1987; Anthelme et al., 2002; Stokes et al., 2012). À 
chaque fois que le relevé de la survie était fait, il fallait donc aller modifier le statut (plant 
mort) attribué à certains plants lors des précédentes visites. Également, plusieurs plants ont 
disparu des parcelles. Ces disparitions pourraient vraisemblablement être reliées à la présence 
d’étiquettes métalliques sur certains plants. En effet, lors de la première visite suivant la 
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Figure 11: Portrait de la survie saisonnière des aulnes plantés sur la mine Sigma en 2012 selon leur régime d’inoculation. 
Les fréquence de survie pour les plants de A. crispa (A) et de A. rugosa (B) sont présentées. Les plants morts durant les 
saisons précédentes ont été retirés du total pour avoir un meilleur portrait de l’effet d’un régime d’inoculation sur la survie 
au fil du temps. Les nombres entre parenthèses correspondent au total des plants considérés dans le calcul de la fréquence. 
Le signe «–» indique qu’après le premier été, il y avait significativement moins de mortalité pour les aulnes crispés inoculés 
avec Frankia que pour les deux autres régimes d’inoculation (selon un test de chi-deux à deux degrés de liberté. X2=6,960;
p< 0,04). 
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Figure 12 : Effet de l’inoculation sur la production de biomasse aérienne. Les PVI sont exprimés sous forme de moyenne 
avec écart-type pour A. crispa (A) et A. rugosa (B). Pour les plants de A. rugosa après le premier été, l’effet de l’inoculation 
sur le PVI a un p< 0,005. 
c
FRK : Frankia. 
d
AM : champignon endomycorhizien. 
e
ECM : champignon endomycorhizien. 
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plantation, beaucoup de ces étiquettes avaient été dispersées sur le terrain. Des branches ou 
des plants entiers portant de ces étiquettes ont pu être retrouvés à l’extérieur des parcelles. Il 
semblerait que les oiseaux (corneilles, goélands) présents sur le site aient été attirés par ces 
étiquettes métalliques et aient causé de sérieux dommages à certains plants en tentant de les 
récupérer, allant même jusqu’à en déraciner certains.  
 
 
Les plants disparus retirés des analyses, il est apparu qu’après la première saison de croissance 
sur le terrain, les plants d’aulnes crispés inoculés avec Frankia uniquement ont eu une survie 
significativement meilleure celle des plants non inoculés ou triplement inoculés. Ce résultat 
n’est pas si étonnant puisque Frankia, en fournissant de l’azote aux aulnes, peut les aider à 
survivre dans un milieu où cet élément est présent en quantité limitante. Les plants de A. 
crispa triplement inoculés n’ont pas aussi bien survécu, mais il est à noter qu’en septembre 
2012, une parcelle presque complète de ces plants avait été ravagée : les plants étaient couchés 
et plusieurs étaient brisés. Il est difficile d’expliquer à quoi cette dévastation de la parcelle est 
due, mais cela a très probablement influencé l’issue de l’expérience. Lors des saisons 
suivantes, les données ne pouvaient pas être analysées grâce un test de khi-deux car plus de 
20% des cellules du tableau de contingence avaient un dénombrement inférieur à 5. On 
remarque toutefois que les plants inoculés avec Frankia conservent un fort taux de survie et 
que chez les plants triplement inoculés, les taux de survie en mai 2013 et en août 2013 sont 
plus forts que celui qui avait été enregistré en septembre 2012, indiquant possiblement que 
c’est le premier été qui est critique au niveau de la survie chez les plants de A. crispa. Il faut 
dire que la plantation avait eu lieu à la fin juin lors de cette année et qu’une période de 
sécheresse avait suivi : cela aurait pu affecter leur survie. Cette explication est plausible 
puisqu’à la fin de l’été, plusieurs plants présentaient des feuilles séchées et brunies. Il a déjà 
été montré, lors d’une expérience en champs, que les aulnes de variété viridis (variété de 
l’aulne crispé) étaient affectés par la sécheresse (Mitchell et Ruess, 2009). En Abitibi, il s’agit 
là d’un problème récurrent, étant donnée la brève transition entre la période où les risques de 
gelées nocturnes sont présents et la période de susceptibilité à la sécheresse. 
 
100 
À chaque moment où la survie a été enregistrée pour A. rugosa, il n’y avait malheureusement 
pas lieu de traiter les données à l’aide d’un test de khi-deux pour déterminer si l’une des 
conditions d’inoculation avait un impact significatif sur la survie des plants. En effet, il y avait 
toujours un minimum de 20% des cellules du tableau de contingence pour lesquelles le 
dénombrement était inférieur à 5. De toute façon, le taux de mortalité était faible pour toutes 
les conditions d’inoculation. Si c’est la sécheresse qui a influencé la survie des aulnes crispés, 
il semblerait que les aulnes rugueux en aient moins souffert. Effectivement, toutes les espèces 
d’aulnes n’ont pas la même tolérance à la sécheresse (Schrader et al., 2005). 
Après un premier été d’exposition aux résidus sur la mine Sigma, les plants de A. rugosa 
triplement inoculés ont eu un meilleur développement que les plants non inoculés ou les plants 
inoculés avec Frankia seulement. Comme les résidus miniers sont limités en phosphore, il se 
pourrait que les plants inoculés avec les champignons mycorhiziens aient pu bénéficier d’un 
apport en phosphore. Cela leur aurait donné un avantage par rapport aux plants inoculés avec 
Frankia uniquement puisque la fixation de l’azote est un processus qui demande beaucoup de 
phosphore (Roy et al., 2007). Si l’avantage de ce traitement n’a pas perduré après le premier 
été, c’est peut-être que les plants ayant subi les différents régimes d’inoculation ont été 
colonisés par des espèces de champignons mycorhiziens présentes sur le site, ce qui aurait pu 
influencer leur développement. Il faut tout de même mentionner que le SVI des plants de 
A. rugosa triplement inoculé était significativement plus élevé que celui des plants non 
inoculés ou inoculés avec Frankia seulement (résultats non montrés). Cela aurait pu influencer 
la production de biomasse totale au bout d’un été. 
Les plants de A. crispa ont tous eu un développement équivalent, peu importe le régime 
d’inoculation. La triple inoculation ne les a pas avantagés comme dans le cas des plants de 
A. rugosa, mais ce n’est pas si étonnant que les deux espèces ne réagissent pas tout à fait de la 
même façon aux différents traitements dans un milieu artificiel étant donné qu’ils proviennent 
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de milieux naturels distincts (Chai et al., 2013). D’ailleurs, dans essai en terrain perturbé par 
l’industrie des sables bitumineux où des aulnes rugueux et des aulnes crispés avaient été 
inoculés par Frankia seule ou en combinaison avec Paxillus involutus (un champignon 
ectomycorhizien), les régimes d’inoculation n’avaient pas eu le même effet sur les deux 
espèces. Les aulnes rugueux ayant poussé 9 mois dans le coke de pétrole ont produit plus de 
biomasse lorsqu’ils avaient été inoculés avec Frankia seule avant la plantation. Pour les aulnes 
crispés de la même expérience, c’est une inoculation avec Frankia et Paxillus involutus qui 
était la plus avantageuse au point de vue de la production de biomasse (Bissonnette, 2011).  
 
 
Dans une étude où l’aulne était employé pour des essais de revégétalisation sur un site limité 
en azote (entre autres problématiques du site), l’inoculation par Frankia n’avait pas permis 
d’améliorer le développement (biomasse) des plants en comparaison aux plants non inoculés 
(Lefrançois et al., 2010). Dans cette étude comme dans les travaux qui sont présentés ici, les 
plants non inoculés avaient développé des nodules, possiblement en raison de la présence de 
Frankia dans le substrat de culture. C’est ce qui pourrait expliquer pourquoi, pour les deux 
espèces végétales, le développement des plants inoculés avec Frankia seulement n’a pas été 
significativement différent de celui des plants non inoculés, même dans les résidus qui sont 
limités en azote. En effet, dans une étude où le substrat de culture en serre avait été stérilisé (et 
où les plants d’aulnes non inoculés n’ont pas produit de nodules), les plants inoculés ont eu un 
développement significativement meilleur sur le terrain (Lumini et al., 1994). Cela montre que 
l’issue de l’expérience sur le terrain peut dépendre des conditions qui prévalaient dans la serre 
où les plants ont été produits. Dans le même ordre d’idées, il faut mentionner que plusieurs 
facteurs peuvent aussi influencer le succès d’une inoculation en serre avec des mycorhizes 
(système d’opération de la serre, substrat employé, fertilisant, etc.) (Quoreshi et al., 2009).  
 
 
Le PVI est une mesure valable qui a déjà été employée dans d’autres études sur le terrain pour 
évaluer la production de biomasse aérienne chez l’aulne (Lumini et al., 1994; Bissonnette, 
2011). Ce qui est intéressant, c’est que cet indice donne une idée de la production de biomasse 
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totale pour une condition donnée en tenant compte de la survie : ces deux paramètres (le 
développement et la survie) doivent être élevés pour assurer le succès d’une biotechnologie 
végétale. En effet, on recherche un traitement qui permet aux plants de survivre le mieux 
possible au stress de transplantation tout en permettant aux plants de se développer rapidement 
de façons à avoir un meilleur rendement en terme de production de biomasse végétale totale. 
Dans le cas des aulnes employés lors des essais de revégétalisation, cette biomasse totale peut 
avoir un impact très positif sur le milieu puisque par le dépôt de litière, l’aulne peut retourner 
au sol l’équivalent de 45% de l’azote fixé par Frankia (Huss-Danell, 1997). Il faut toutefois 
être conscient que les nombreuses disparitions de plants dont il a été question plus tôt peuvent 
avoir affecté les résultats de PVI (ces disparitions ne sont pas nécessairement dues à un stress 
de transplantions, mais elles ont tout de même affecté le nombre de plants restant sur les 
parcelles et donc le PVI). Il faut aussi mentionner que le PVI peut être quelque peu biaisé par 
le fait que les plants ont tendance à se ramifier à partir de leur base, ce qui fait en sorte que la 
mesure du diamètre au col et de la hauteur d’une seule tige pour évaluer le SVI est une sous-
estimation du volume réel du plant. La meilleure façon d’évaluer le développement des plants 
serait de les peser afin de calculer la biomasse végétale totale obtenue pour chaque condition, 
mais une telle analyse est destructive et ne permettrait pas un suivi de la plantation à long 
terme 
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CHAPITRE 4: CONCLUSION 
 
 
 
Afin d’évaluer les avantages d’employer des aulnes mycorhizés et actinorhizés à des fins de 
revégétalisation des résidus aurifères de la mine Sigma, il était nécessaire de procéder à des 
expériences sur le terrain et en laboratoire. L’expérience sur le terrain a démontré que les 
aulnes rugueux et les aulnes crispés pouvaient survivre et se développer en présence de résidus 
aurifères. Selon les résultats obtenus sur le site, il semblerait que le régime d’inoculation a eu 
un impact sur le développement et la survie des plants à l’issue de la première saison de 
croissance sur le terrain seulement. Ce premier été a été ardu en raison d’une sécheresse qui a 
suivi le transfert des plants sur le site minier. Bien que les données amassées lors des visites 
suivantes ne permettent pas de détecter une différence significative dans la survie et le 
développement des plants en fonction de leur régime d’inoculation, il ne faut pas négliger 
l’avantage d’une pré-inoculation par une souche de Frankia connue comme étant effective. En 
effet, dépendamment des conditions qui prévalent dans un serre, la possibilité que des plants 
non inoculés soient mis en contact avec Frankia et qu’il y ait de la nodulation spontanée ne 
peut être écartée. Toutefois, une inoculation au bon moment avec une quantité appropriée de 
bactéries assure que le symbiote sera présent dans le substrat de culture et que l’établissement 
de la symbiose ne sera pas laissé au hasard. Lors des expériences en laboratoire, il a d’ailleurs 
été démontré que la symbiose entre les aulnes à l’étude et Frankia AvcI1 était effective 
lorsque les plants poussaient dans du sable : cette même souche a été employée dans le 
processus de production des plants en serre. En conditions axéniques, il a été possible de 
montrer qu’elle pouvait améliorer la croissance des plants. Malheureusement, dans les 
expériences en laboratoire, la présence de résidus aurifères a nui au développement des 
nodules et, apparemment, à la fixation de l’azote au sein des rares nodules analysés. Il faudrait 
procéder à des expériences en microplaque pour vérifier si c’est Frankia qui est affectée par 
les résidus aurifères ou si les faibles taux d’établissement de la symbiose sont dus au 
développement limité des plants d’aulnes (développement possiblement limité par une 
compaction occasionnée par les conditions expérimentales). Au moment de la transplantation 
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sur le site, Frankia se retrouve dans les carottes de terre en provenance de la serre, mais il 
serait intéressant de savoir si la bactérie présente dans l’inoculum peut infecter des racines 
nouvellement formées dans les résidus.    
 
 
Les réalités du terrain et du laboratoire sont très différentes : il était donc nécessaire de faire 
des expériences en conditions axéniques pour évaluer l’effet que chaque symbiote à l’étude 
pouvait avoir sur les plants en présence de résidus aurifères. Pour ce faire, il a fallu élaborer un 
modèle où seuls les microorganismes à l’étude étaient mis en contact avec les aulnes. Dans ce 
cas précis, il se pourrait que l’absence de bactéries auxiliaires à la mycorhization ait affecté 
l’établissement de la symbiose mycorhizienne. Cela a fait en sorte qu’il a été impossible de 
vérifier si la symbiose mycorhizienne pouvait augmenter la capacité des aulnes à entretenir la 
symbiose actinorhizienne en présence de résidus aurifères ou encore d’évaluer les interactions 
entre les  actinorhizes et les mycorhizes chez l’aulne exposé à ces résidus. À l’avenir, pour 
répondre à des questions microbiologiques de cette nature, il faudrait possiblement réaliser un 
compromis au niveau du système expérimental pour pouvoir étudier les mycorhizes en 
conditions contrôlées. Une bonne façon d’y parvenir pourrait être d’inoculer les résidus 
stérilisés avec un extrait des microorganismes présents sur le site à l’étude. Pour ce qui est de 
la question microbiologique sur le terrain, il sera avantageux de pouvoir combiner les résultats 
analysés dans ce mémoire avec ceux qui sont issus des travaux de l’équipe du Conseil national 
de recherches Canada et qui portent sur les populations microbiennes de la rhizosphère des 
plants introduits sur le site de la mine Sigma.  
 
 
Enfin, le fait que les plants d’aulnes puissent survivre et se développer sur le site de la mine 
Sigma ouvre la porte à de nouvelles possibilités ou à des questions qui pourraient nécessiter 
des expériences à plus long terme. Par exemple, il serait bien de savoir si les graines produites 
par les aulnes plantés sur le site pourront s’implanter et germer en présence des résidus 
aurifères. Aussi, il pourrait être intéressant de voir si la plantation d’aulnes en massifs ou en 
combinaison avec des plantes herbacées favoriserait l’accumulation de litière, celle-ci 
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semblant plutôt être balayée par le vent dans les dispositifs implantés en 2012. Également, il 
est possible d’envisager la revalorisation des résidus de la mine Sigma. Puisque les plants 
peuvent visiblement pousser dans ces résidus sur le site minier, ceux-ci pourraient être 
employés comme matériel de recouvrement dans des projets de réhabilitation de sites miniers 
où les résidus seraient plus toxiques pour la végétation. 
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ANNEXES 
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Tableau 7: Nombre de plants conservés dans l’expérience du volet 2.  
 
Conditions 
Inoculation 
compartiment 1     
Inoculation 
compartiment 2     
Nombre de 
plants 
inoculés 
Nombre de 
plants 
analysés 
1 Frankia Frankia 8 8 
2 Frankia AM
a 
8 5 
3 Frankia ECM
b 
8 5 
4 Frankia Aucune inoculation 7 3 
5 ECM
b 
Frankia 8 5 
6 ECM AM
 
8 8 
7 ECM ECM 8 8 
8 ECM Aucune inoculation 6 4 
9 AM
c 
Frankia 8 7 
10 AM
 
AM
 
8 7 
11 AM
 
ECM 8 6 
12 AM
 
Aucune inoculation 5 5 
13 Aucune inoculation Frankia 8 5 
14 Aucune inoculation AM
 
8 8 
15 Aucune inoculation ECM 8 8 
16 Aucune inoculation Aucune inoculation 8 6 
 
a
ECM : champignon ectomycorhiziens. 
b
AM : champignon endomycorhizien. 
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Tableau 8: Relevé des bacs contenant des plants de A. crispa  et A. rugosa visiblement 
contaminés par des moisissures lors de l’expérience du volet 1.  
 
  Inoculation   
Moisissure 
observée 
chez 
A. crispa ? 
Moisissure 
observée 
chez 
A. rugosa? 
Conditions   Bac    
1 Frankia 
1 oui non 
2 oui oui 
2 Frankia+ECM
a
 
1 non non 
2 non oui 
3 Frankia+AM
b
 
1 non non 
2 oui oui 
4 Frankia+AM
b
+ECM
a
 
1 non oui 
2 non oui 
5 AM
b
+ECM
a
 
1 oui non 
2 non non 
6 AM
b
 
1 oui oui 
2 non oui 
7 ECM
a
 
1 non non 
2 non non 
8 Aucune inoculation 
1 non non 
2 non non 
 
a
ECM :champignon ectomycorhizien. 
b
AM :champignon endomycorhizien. 
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Tableau 9: Relevé des bacs contenant des plants de A. rugosa visiblement contaminés par 
des moisissures lors de l’expérience du volet 2.  
 
Conditions 
Inoculation 
compartiment 1     
Inoculation 
compartiment 2     
Moisissure 
observée ? 
1 Frankia Frankia non 
2 Frankia AM oui 
3 Frankia ECM oui 
4 Frankia Aucune inoculation oui 
5 ECM
a
 Frankia oui 
6 ECM AM non 
7 ECM ECM oui 
8 ECM Aucune inoculation non 
9 AM Frankia oui 
10 AM AM oui 
11 AM ECM oui 
12 AM Aucune inoculation oui 
13 Aucune inoculation Frankia oui 
14 Aucune inoculation AM oui 
15 Aucune inoculation ECM oui 
16 Aucune inoculation Aucune inoculation oui 
 
a
ECM :champignon ectomycorhizien. 
b
AM :champignon endomycorhizien. 
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